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EINLEITUNG 1

Speicherproteinmobilisierung und Proteinasen in Protein Bodies von
Embryoachsen und Kotyledonen bei Vicia sativa L. wahrend der
Samenkeimung und des friihen Keimlingswachstums

1 EINLEITUNG

Samen haben fiir héhere Pflanzen eine einzigartige biologische Funktion als Uberdauerungs-,
Verbreitungs- und Fortpflanzungseinheiten. Daneben haben Samen fiir den Menschen einen
hohen 6konomischen Stellenwert. Nach einer FAO-Studie (1994) hatte die Weltgesamternte
aller Pflanzensamen eine GréRenordnung von ungefahr 6 — 7x10° Tonnen. Allein die Haupt-
getreidearten hatten daran einen Anteil von 2x10° Tonnen. Daneben nimmt sich der Gesamt-
ertrag aller Wurzel- und Knollenpflanzen (Kartoffel, Cassava u.a.) mit etwa 0,58x10° Tonnen

vergleichsweise gering aus.

Der hohe &6konomische Wert der Samen resultiert sowohl aus ihrer Verwendung als
Nahrungsmittel fir die Menschen und Futtermittel fur Haustiere, als auch als begehrter
Rohstoff fur die Industrie (SHEWRY und CASEY 1999). Etwa 70 % der menschlichen Ernahrung
werden direkt oder indirekt, Uber die Tierflutterung, durch Samen gedeckt, die vor allem von
Getreiden und Kérnerleguminosen stammen (BEWLEY und BLACK 1994). Dies beruht auf der
Fahigkeit der Samen fiur die Keimung Reservestoffe zu speichern und damit die heterotrophe
Versorgung des Keimlings zu Beginn der Keimung und wahrend der ersten Phase des
Keimlingswachstums zu sichern. Die Mobilisation dieser hochmolekularen Speicherstoffe
liefert dem Keimling wahrend dieser ersten Entwicklungsphase sowohl Energie, vor allem aus
Kohlenhydraten und Lipiden, als auch Baustoffe, unter denen die Aminoverbindungen aus

Reserveeiweillen eine besondere Rolle spielen.

Samen von Angiospermen bestehen in der Regel aus dem Embryo, dem Endosperm und der
Testa oder Samenschale (BEWLEY und BLACK 1994). Zum Embryo gehdren normalerweise die
Embryoachse (Plumula und Radicula) und die Keimblatter (Kotyledonen). Monokotyledone
Pflanzen, zu denen u.a. alle Poaceae gehodren, besitzen nur ein Keimblatt, wahrend
dikotyledone Pflanzen zwei Keimblatter haben. Die Speicherung von Reservestoffen erfolgt
entweder in den Keimblattern, wie bei vielen dikotyledonen Pflanzen, z.B. bei den Kdrner-
leguminosen, oder im Endosperm, wie bei den Grasern, zu denen unsere Getreide gehoren.
Bei einigen dikotyledonen Pflanzen werden Kotyledonen und Endosperm zur Reservestoff-

speicherung benutzt (z. B. Ricinus communis L.).
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Reservestoffe werden wahrend der Samenreifung gebildet und gegen vorzeitigen Abbau
geschitzt in Kotyledonen oder/und Endosperm gespeichert. Dieser Schutz vor einem
verfrihten Abbau muss bei Keimungsbeginn Uberwunden werden, damit eine Mobilisierung

der gespeicherten Reserven beginnen kann.

1.1 Speicherproteine

In den Zellen aller Organismen haben Proteine Funktionen als Biokatalysatoren (Enzyme) und
Strukturelemente (z.B. Bausteine des Zytoskeletts). Proteine unterliegen einem turnover. Die
beim Abbau mobilisierten Aminosaurebausteine werden vor allem fir die erneute Biosynthese
von Eiweillen benutzt. In diesem Sinne erflllen beinahe alle Proteine auch die Funktion einer
Aminosaurereserve. Daneben haben vor allem Samenpflanzen wahrend der Evolution eine
spezielle Klasse von Speicherproteinen herausgebildet. Im besonderen zeichnen sie sich
dadurch aus, dass sie gewdhnlich keine Funktionen als Enzym- oder Struktureiwei3e haben.
Sie besitzen ein vergleichsweise hohes Stickstoff-zu-Kohlenstoff-Verhaltnis und enthalten
gewodhnlich einen relativ hohen Prozentsatz an sauren Aminosduren und Amiden. Zudem
werden sie nur in besonderen Entwicklungsperioden (,Reifung“) von generativen (Samen) und
vegetativen (Wurzel- und Sprossknollen) Speicherorganen gebildet. In den betreffenden
Organen reichern sie sich an und sind in meist membranumhdillten Proteinspeicherorganellen
(Protein Bodies oder Protein Korperchen) der Zellen von Speichergeweben enthalten. Die
Polykondensation von Aminosauren in Speicherproteinen erlaubt es, grol’e Mengen an Amino-
sauren in osmotisch inaktivierter Form in den Samen anzureichern (MUNTZ 1994, MUNTZ et al.
1999). Aus diesen Speicherproteinen wird dann die Hauptmenge der Aminosdurebausteine
mobilisiert, die wahrend der Keimung und vor allem wahrend der heterotrophen Phase fur das

Keimlingswachstum bendtigt wird.

Eine Pflanzenfamilie mit besonders hohem Anteil an Speicherproteinen in den Samen sind die
Fabaceae, wozu Okonomisch wichtige Gattungen der Legumindsae, wie Glycine, Vicia
(wickenartige Leguminosen), Phaseolus, Pisum, Vigna, mit so bedeutenden Arten wie Glycine
max (L.) Merr. (Sojabohne), Pisum sativum L. (Gartenerbse), Lens culinaris L. (Linse)
gehdren. Der Proteingehalt dieser Koérnerleguminosen kann zwischen 10 — 50 % der
Trockensubstanz ausmachen. Haufig betragt der Anteil der Speicherproteine etwa 80 - 85 %
des Gesamtproteins der Samen, wie z.B. bei Phaseolus vulgaris L.. Wegen ihres Reichtums
an Speicherproteinen sind Koérnerleguminosen nicht nur von besonderem ©6konomischen
Interesse  sondern auch bevorzugte Objekte fur Untersuchungen Uber die

Reserveproteinspeicherung und -mobilisierung bei dikotyledonen Pflanzen.
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1.1.1 Nomenklatur der Speicherproteine

Bereits vor 200 Jahren begann man die Samenproteine aufgrund unterschiedlicher
Léslichkeits- und Extraktionseigenschaften zu klassifizieren, z.B. als Albumine (wie z.B.
FOURCROY 1789) oder Legumine (wie z.B. BRACONNOT 1827). Aufbauend auf derartigen
Unterschieden in den Eigenschaften der Samenproteine hat T.B. OSBORNE (1924) eine

Samenproteinnomenklatur erarbeitet, die 4 Proteingruppen unterscheidet und auch heute noch

aus praktischen Grinden am haufigsten verwendet wird. Sie wird deshalb hier eingehender
beschrieben. Jedoch sollte man sich klar machen, dass die in letzter Zeit ermittelten Sequenz-
verwandtschaften dabei nicht bertcksichtigt werden (MUNTZz 1998, s. a. Seite 6).

Extrahiert man Samenmehl zunachst mit gepufferter Neutralsalzlésung und dialysiert

anschlief3end diesen Extrakt gegen destilliertes Wasser, so erhalt man in Wasser geloste

[. Albumine
Sie werden deshalb haufig in unzulassiger Vereinfachung als mit Wasser extrahierbare
Proteine bezeichnet, welche unter Hitzeeinwirkung koagulieren. Samen haben meist nur

geringe Anteile dieser Proteingruppe. Zu ihnen gehéren in der Regel auch die Enzyme.
Bei der Dialyse fallen die in Wasser unldslichen Proteine aus, die

[l. Globuline
Diese werden daher meist in unzulassiger Vereinfachung als in Wasser unlésliche, mit salz-
haltigen Puffern extrahierbare Proteine bezeichnet. Diese Proteingruppe ist in vielen Samen
zweikeimblattriger Pflanzen die Hauptkomponente der Speicherproteine, aber auch beim

Hafer als Vertreter einer einkeimblattrigen Pflanze.
Aus dem Ruckstand der vorherigen Albumin- und Globulinextraktion gewinnt man die

[ll. Prolamine
mit konzentrierten alkoholischen Losungen (60 - 70 % v/v). Sie sind sowohl in Wasser als
auch in Hochsalzpuffer unléslich. Diese Proteine sind typisch fiir Getreidekaryopsen und

haben einen hohen Anteil an Prolin und Amiden.

Aus dem nach der Prolaminextraktion verbleibenden Riuckstand gewinnt man die

IV.Gluteline
Eine Extraktion dieser Proteine ist nur mit verdinnten Alkalien moéglich. Proteine dieser

Gruppe finden sich ausschlieBlich in Getreiden.
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Tab.1 Klassen der Speicherproteine bei einigen 6konomisch interessanten Ordnungen, Familien und
Arten (nach SHEWRY und CASEY 1999). Das Versuchsobjekt der vorliegenden Dissertation

gehort in die hervorgehobenen Ordnung der Legumindsae = Fabales.

Albumin (2S)  Globulin (7-8S)  Globulin (11-12S) Prolamine

Haupt- Legumindsae Leguminésae Leguminésae Poaceae
Komponente Brassicaceae Palmae Brassicaceae
bei: Asteraceae Gossypium herb.  Asteraceae
Gossypium herb. Theobroma c. Cucurbitaceae
Ricinus com. Avena sativa
Bertholletia exc. Oryza sativa

Cannabis sativa
Bertholletia exc.

Komponente mit
geringem Anteil
bei: Avena sativa

Poaceae Phaseolus vulgaris Oryza sativa

Neuere auf Sequenzuntersuchungen basierende Ergebnisse zeigten, dass Prolamine und die
meisten Gluteline einen gemeinsamen evolutionaren Ursprung (SHEWRY und TATHAM 1990)
besitzen und sich nur in ihren Extraktionseigenschaften unterscheiden. Daher werden die
Gluteline der meisten Getreide heute zu der Gruppe der Prolamine gerechnet. Beim Reis sind
die Gluteline dagegen homolog zu den Globulinen der dikotyledonen Pflanzen. Dies unter-
streicht ebenfalls, dass die alte Klasse der Gluteline als eigenstindige chemische Substanz-

klasse nicht aufrecht erhalten werden kann.

Bei den Samen von dikotyledonen Pflanzen sind Globuline die Hauptkomponente der
Reserveproteine. Der Anteil der Globuline am Gesamtprotein bzw. Gesamtstickstoff eines
Samens kann bis zu 70 % betragen (BEWLEY und BLACK 1994). Albumine haben dagegen
einen vergleichsweise geringen Anteil (bis zu 15 %) am Gesamtstickstoff des Samens. Der

Rest der Proteine diirfte auf Membran- und Strukturproteine entfallen.

Globuline werden nach ihren Sedimentationskoeffizienten bei der Ultrazentrifugation (szq), in
2 Gruppen untergliedert (DANIELSSON 1949): Die Viciline oder vicilin-ahnlichen Proteine, mit
einem durchschnittlichen sy, von 7 (7S Globuline) und die Legumine oder legumin-ahnlichen
Proteine, mit einem durchschnittlichen sy, von 11 (11S Globuline). Tabelle 2 zeigt das

Vorkommen beider Globulinklassen in den Samen einiger typischer Pflanzenarten.



EINLEITUNG 5

Tab. 2 Vorkommen und Nomenklatur von Globulinen in Samen einiger typischer dikotyledoner Arten (in

Anlehnung an CASEY et al. 1986).

Holoprotein Vorkommen Referenzen

Legumin-ahnliche Proteine (11S)

Pisum sativum, Vicia faba, Vicia
sativa, Phaseolus wvulg. Vigna
Legumin (11S) radiata (Bei den letzten 2
Vertretern steht Glycoprotein |

Ericson und  Chrispeels, 1973;
Derbyshire et al., 1976; Croy et al.,
1980a; Wobus et al., 1986a; Miintz et

. . al. 1986
stellvertretend fur Legumin)
Glycinin (11S) Glycine max Derbyshire und Boulter, 1976
Glutelin (11S) Oryza sativa Lietal., 1993

Vicilin-ahnliche Proteine (7S)

. ) L. .. |Ericson und  Chrispeels, 1973;
Pisum sativum, Vicia faba, Vicia

Vicilin (7S) sativa Derbyshire und Boulter, 1976; Croy et
iV
al., 1980b
Canavalin (7S) Canavalia ensiformis Sammour et al. 1984
C dsS , 1980; C t al.
Convicilin (7S) Pisum und Vicia faba asey Und sanger roy et a
1980c
B-Conglycinin und . Koshiyama und Fukushima, 1976a, b;
o Glycine max . .
y-Conglycinin (7S) Thanh und Shibasaki,1977
Phaseolus vulgaris (wird auch als | Bollini und Chrispeels, 1978; Brown et
Phaseolin (7S) u .vug i .(WI u ini u isp W
Glycoprotein Il bezeichnet) al., 1981

Auch unter den Albuminen gibt es einige Speicherproteine, die in der Regel einen
Sedimentationskoeffizienten (syw) von 2 (2S Albumin, Tab. 1) haben. Im Gegensatz zu den
schwefelarmen Globulinen zeichnen sich diese Speicheralbumine durch einen vergleichsweise
hohen Gehalt an schwefelhaltigen Aminosauren aus (SHEWRY et al. 1995, MUNTZ et al. 1999),
wie dies beispielhaft fir das Napin der Brassicaceae gezeigt wurde. Aus diesem Grund sind,
vor allem aus erndhrungsphysiologischer Sicht, Samen mit einem hdheren Anteil an 2S

Albuminen sehr interessant.

1.1.2 Speicherglobuline von Leguminosen und anderen dikotyledonen Pflanzen

Aufgrund der grofien Vielfaltigkeit der dikotyledonen Samen sollen in diesem Kapitel vorrangig
die Speicherproteine von Vicia faba L. und der damit verwandten Leguminosenarten als

Beispiele fir Globuline behandelt werden.
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Legumine sind heterohexamere Holoproteine mit MG von 320 — 400 kDa. Sie zeichnen sich in
ihrer Aminosaurezusammensetzung ernahrungsphysiologisch durch geringe Anteile an den
essentiellen Aminosauren Methionin und Tryptophan aus (MUNTZ et al. 1999). Das Holoprotein
besteht aus 6 polymorphen, meist nicht glykosylierten Untereinheiten (Ausnahme das
glycosilierte Lupinus-Legumin [DURANTI et al. 1992]). Das Holoprotein hat die Form eines
Rotationsellipsoids und besteht aus 2 Ubereinander liegenden Trimeren (CASEY et al. 1986,
MUNTZ et al. 1986, 1999, HORSTMANN et al. 1993). Die polymorphen Untereinheiten des
Proteins werden von Multigenfamilien kodiert (SLIGHTON et al. 1985, WOBUS et al. 1986b, HEIM
et al. 1989, 1994). Bislang konnten bei Vicia faba L. 2 Typen von polymorphen Legumin-
Untereinheiten beschrieben werden, die sich im Methioningehalt unterscheiden. Wahrend in
Typ A Methionin vorkommt, ist Typ B methioninfrei (HORSTMANN 1983, 1984).

Jede Untereinheit hat ein durchschnittliches Molekulargewicht (MG) von 55 kDa (52 - 65 kDa)
und wird aus einer hydrophilen ca. 30 - 40 kDa schweren sauren a-Kette (pl ~ 6.5) und einer
hydrophoben ca. 20 kDa schweren basischen B-Kette (pl ~ 9) gebildet (MUNTZ 1994, 1996).
Zwischen der a- und B-Kette gibt es keine deutlich erkennbaren Sequenzhomologien
(LAWRENCE 1999). Beide Polypeptidketten sind kovalent Uiber eine Disulfidbriicke miteinander
verbunden (SHEWRY und CASEY 1999, MUNTZ et al. 1999). Die Disulfidbriicke wird zwischen
Cysteinresten an hoch konservierten Positionen ausgebildet: in Position 87 der a—Kette und in
Position 7 der —Kette (MUNTZ 1996, 1998), wobei die Positionsnummern denen im Legumin
B4 aus Vicia faba L. entsprechen (BAUMLEIN et al. 1986, EMBL Datenbank Akzessions-Nr.
P05190). Nach HORSTMANN (1984) muss die Disulfidbriicke gebildet werden, noch ehe das
Prolegumin in die a- und B-Polypeptidketten gespalten wird, da sich bei der Analyse der

Untereinheiten darin nur Polypeptide nachweisen lieRen, die vom selben Gen kodiert werden.

Viciline haben ein MG von 150 — 240 kDa. In den trimeren Holoproteinen kommen 2
verschiedene Untereinheiten vor. Die gréRere davon mit MG von 70 — 80 kDa wird als
Convicilin-ahnliches Polypeptid bezeichnet. Das MG der kleineren Untereinheit betragt ca. 50
kDa (MUNTz 1996). Die kleinen Untereinheiten des Vicilins unterscheiden sich im Grad ihrer
Glykosylierungen (SHEWRY 1995, SHEWRY und CASEY 1999). Neben glykosylierten kleinen
Untereinheiten konnten auch nichtglykosylierte Polypeptide nachgewiesen werden (SLIGHTOM
et al. 1985, BASSUNER et al. 1987, NEWBIGIN et al. 1990). Glykosylierte convicilin-ahnliche
Polypeptide sind nicht bekannt (MUNTZ et al. 1999). Da beide Untereinheiten weitgehend frei
zu Oligomeren kombinierbar sind, kommen sowohl homo- als auch hetero-oligomere Trimere
vor (THANH und SHIBASAKI 1977). Alle bisher gefundenen Vicilin-Sequenzen waren Cystein-
frei, woraus sich das Fehlen von Disulfidbriicken zwischen den Polypeptidketten von Vicilinen
erklart (BEWLEY und BLACK 1994). Vicilin-Untereinheiten werden, wie die Untereinheiten des
Legumins, durch Multigenfamilien codiert (MUNTZ et al. 1999).
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Viciline und Legumine haben einen gemeinsamen evolutiondren Ursprung (SHUTOV und
BAUMLEIN 1999). Daher ist es nicht Uberraschend, dass sie auch ahnliche Raumstrukturen
aufweisen (LAWRENCE 1999). Das Vicilin-Holoprotein hat ebenfalls die Gestalt eines
Rotationsellipsoids, das jedoch weitaus flacher ist als beim Legumin-Holoprotein. Das trimere

Vicilin entspricht etwa einem trimeren Halbmolekil des hexameren Legumins.

NICHT
REDUZIERT REDUZIERT

kDa
Legumin (minor) %0

70
Convicilin — — Convicilin
Legumin (major)

—
—
+ Vicilin . 50 " a } Vicilin

T Legumin a-Untereinheiten (minor)

40
- — } Legumin a-Untereinheiten (major)

30

-

Legumin B-Untereinheiten

20

Abb. 1 SDS-Gelelektrophoretische Auftrennung von Vicilin und Legumin aus Vicia sativa L. unter nicht

reduzierenden und reduzierenden Bedingungen.

Die Untereinheiten der Speicherglobuline lassen sich in der SDS-Gelelektrophorese gut
auftrennen und darstellen. Abb. 1 zeigt dies exemplarisch flr die Speicherproteine aus Vicia
sativa L.. Unter nicht reduzierenden Bedingungen (ohne Reduktionsmittel wie z.B. 3-Mercapto-
ethanol, DTT) lassen sich die a- und B-Ketten des Legumins nicht auftrennen. Erst nach
Reduktion der Disulfidbriicke werden die beiden Ketten im Polypeptidbandenmuster unter-
scheidbar. Da Vicilin-Untereinheiten keine SS-Briicken besitzen, ist das Erscheinungsbild der

Polypeptidketten unter nicht-reduzierenden und reduzierenden Bedingungen gleich (Abb. 1).

1.1.3 Synthese und Deponie der Globuline wahrend der Samenreifung

Die Speicherproteine werden wahrend der mittleren bis spaten Phase der Samenreifung
synthetisiert. Wahrend der Austrocknung der Samen kommt die Reserveproteinbiosynthese

zum Erliegen.

Die Speicherproteinuntereinheiten werden als Prakursorpolypeptide (Vorlauferpolypeptide) an

membrangebundenen Polysomen (rauhes endoplasmatisches Retikulum, rER) synthetisiert
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(Abb. 2). Das N-terminale hydrophobe Signalpeptid der nascenten Prapropolypeptide wird
cotranslational durch eine offensichtlich membranstandige Serin-Endopeptidase (DALBEY und
VON HEINE 1992) wahrend des Transfers durch die ER-Membran abgespalten. Das dabei
gebildete Proglobulin unterliegt im ER-Lumen weiteren co- bzw. posttranslationalen
Modifikationen (MUNTz 1994, 1996, GALILI et al. 1998, KERMODE und BEWLEY 1999):
Ausbildung  von  Disulfidbriicken bei  11S-Globulin-Prakursoren  (MUNTZ  1998),
Glykosylierungen, wie im Falle der Untereinheiten einiger 7S-Globulin-Prakursoren und die
Assemblierung von Trimeren, wie im Falle von Vicilin und Prolegumin (CHRISPEELS 1991,
VITALE et al. 1993, 1995). Neben Chaperonen (z.B. HSP’s, BIP, PDI) sind auch Cyclophiline
an den posttranslationalen Modifikationen der Speicherproteine beteiligt (COUGHLAN et al.
1969, HARTL 1996, GILBERT 1997, GALILI et al. 1998, NAPIER 1999, VITALE und DENECKE
1999). CHRISPEELS und Mitarbeiter (1982) folgerten aus kinetischen Studien, dass die Proteine

durchschnittlich nur wenige Stunden innerhalb des ER-Lumens verbleiben.

Die Globulintrimere werden dann innerzellular weiter im Endomembransystem tber den Golgi-
Apparat und von dort in Transportvesikeln zu den Protein-Speichervakuolen (PSV) bzw.
Protein Bodies (PB) der Speicherzellen transportiert (GALILI und HERMAN 1997, NEUHAUS und
ROGERS 1998, HERMAN und LARKINS 1999, KERMODE und BEWLEY 1999). Die Protein-
Speichervakuole (PSV) wird wahrend der Zeit der Reserveproteinbiosynthese neu gebildet
(ROBINSON et al. 1995, ROGERS 1998). Aus ihr gehen in den Zellen von Leguminosensamen
die Protein Bodies (PB) hervor.

Im Golgi-Apparat werden die verschiedenen Proteine in Transportvesikel mit unterschiedlichen
Bestimmungsorten in der Zellwand, im Plasmalemma oder im Vakuolensystem sortiert.
Sekretorische Proteine, die zur Zelloberflache transportiert werden, unterscheiden sich von
den vakuolaren Proteinen darin, dass sie Uber keine spezifischen Zielorientierungssequenzen
(Targeting-Sequenzen) verfugen. Proteine mit vakuolarem Bestimmungsort besitzen interne
(z.B. Vicia-Legumin: SAALBACH et al. 1991, Phaseolus-Phytohamagglutinin: VON SCHAEWEN
und CHRISPEELS 1993, MARTY 1999,) bzw. N- oder C-terminale Zielorientierungssequenzen
(Sporamin der SuRkartoffel bzw. Gersten-Lectin, 2S Brasilnuss-Albumin und Phaseolin der
Gartenbohne: BEEVERS und RAIKHEL 1998, KERMODE und BEWLEY 1999). Wahrend interne
Zielorientierungssequenzen im reifen Protein erhalten bleiben, werden terminale gewohnlich
am Bestimmungsort nach Erfullung der Zielorientierungsfunktion fur den innerzelluldren

Proteintransport abgespalten.
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Abb. 2 Proteinbiosynthese, Prozessierung, Transport und Lagerung am Beispiel von Legumin (nach MUNTZ
1998). A) Transkription der mRNA im Zellkern. B) Reife mRNA mit allen notwendigen Informationen
fur die Translation eines spezifischen Signalpeptids, sowie der beiden Untereinheiten (a/B). C)
Translation der mMRNA an membrangebundenen Polysomen (rER). Das entstehende Pra-Prolegumin
wird in das ER-Lumen segregiert. Innerhalb des Lumens folgt cotranslational die Abspaltung des
Signalpeptids. Nach der Disulfidbriickenbildung (PDI vermittelt) und der transienten BIP Anlagerung
folgt die Assemblierung des Prolegumins zum Prolegumintrimer im ER-Lumen. D) Nachfolgend
werden die Trimere durch den Golgi-Apparat transportiert und in Dense Vesikel verpackt. Diese
transportieren die Prolegumin-Trimere zum einem provakuoldren Kompartiment bzw. zur Protein-
Speichervacuole (PSV). E) Dort erfolgt die Prozessierung der Prolegumin-Trimere in die a- und (3-
Ketten durch ein vakuoldres Prozessierungs-Enzym (BVPE). Diese Prozessierung wird von der
Umformung der Legumin-Trimere in Legumin-Hexamere begleitet, wodurch das Protein eine vor
weiteren proteolytischen Spaltungen geschutzte Konformation annimmt. F) Die PSV fragmentiert am
Ende der Samenreifung zu den PB, welche innerhalb der Speichermesophylizellen dicht gepackt

liegen.

Wahrend die Globulintrimere fir den Transport zur Vakuole am cis- und medianen Golgi-
Apparat in Coatprotein-freie dichte (dense) Vesikel (DV) sortiert werden, gelangen andere
vakuolare Proteine, z.B. Enzyme und der Vakuolenprotein-Rezeptor BP-80 in Clathrin-
beschichtete (clathrin-coated) Vesikel (CCV). Auf diese Weise werden zwei verschiedene

Gruppen von Proteinen in unterschiedlichen Vesikeln zu den Multivesikular Bodies
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transportiert (MVB, Abb. 3). Nach Fusion der MVB zu den PSV fragmentieren diese zu den PB
(ROBINSON et al. 1998a, b, ROBINSON und HINZ 1999).

¥,

CCcv
(carrying processing proteases
and BP-80)

Putative
recycling vesicle
(with BP-80)

.
Lt
MVB
/(has BP-80 and a-TIP;
procassing of storage proteins)
— O

GApp
DV J

. : PSV
carrying storage proproteins
(carry gand fle‘; )p (no BP-80; a-TIP presens;

mature storage proteins)

Abb. 3 Modell zur Darstellung der unterschiedlichen Transportvesikel, sowie der Bildung der Multivesikular
Bodies (MVB) und der Protein-Speichervakuole (PSV) (nach ROBINSON et al. 1998b).

Erst wenn die Trimere des Prolegumins in die Vakuole gelangt sind, geschieht durch eine
asparagin-spezifische Prozessierungsproteinase (vacuolar processing enzyme — VPE) seine
Spaltung in die a- und B-Ketten (Abb. 2). Dabei ereignet sich eine Konformationsanderung, die
durch Assoziation von zwei Trimeren zur Bildung der hexameren Speicherform des Legumins
fuhrt (11S-Globulin, NIELSEN et al. 1995). Diese deponierungsfahige hexamere Form des
Legumins ist so gegen weitere Spaltungen durch VPE resistent (JUNG et al. 1998). In den
Trimeren aus Prophaseolin wird das C-terminale targeting-Peptid abgespalten (FRIGERIO et al.

2001), wodurch reife Phaseolin-Trimere entstehen (7S-Globulin).

1.2 Keimung und Keimlingswachstum

Der Lebenszyklus einer Samenpflanze beginnt mit der Keimung des Samens und endet mit
der Reifung und Freisetzung keimungsfahiger Samen. Die Keimung wird mit der Aufnahme
von Wasser in den trockenen Samen eingeleitet. Sie endet laut Definition mit dem
Hervortreten der Radicula aus der Samenschale. Dann hat der keimende Same etwa das 2 —
3 fache seines Trockengewichtes (TG) an Wasser aufgenommen (BEWLEY und BLACK 1994).
Erfolgt die Keimung unter normalen physiologischen Umstanden, kann man die Wasser-

aufnahme in 3 Phasen untergliedern (BEWLEY 1997).
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Zu Beginn der Phase | hat der Same ein deutlich negativeres osmotisches Potential als das
ihn umgebende Milieu. Als Folge davon wird rasch Wasser in das Samengewebe auf-
genommen. Mit den ersten physiologischen Aktivitaten, wie der Instandsetzung der DNA und
der Differenzierung von Mitochondrien, dirfte auch die Reparatur trocknungsbedingter
Schaden einhergehen. Die Rekonstitution der Zellmembranen stellt in dieser Phase einen
grundlegenden Vorgang dar. Erste Proteinbiosynthesen lassen sich jetzt nachweisen. Dabei
wird wahrend der Samenreifung gebildete und gespeicherte mRNA (Suzuki und MINAMIKAWA
1985, LANE 1991) translatiert.

In der sich anschlieRenden Phase Il ist das osmotische Potential nahezu ausgeglichen und
spielt nur eine untergeordnete Rolle. Bezeichnend fiir diese Phase ist neben der deutlich
zunehmenden metabolischen Aktivitdt in der Zelle, der Beginn der Transkription und

Translation, sowie die Neubildung von Zellorganellen. Zellelongation und Zellteilung beginnen.

Zu Beginn der Phase Ill bricht dann die Radicula durch die Testa, womit die Keimung
abgeschlossen ist und das Keimlingswachstum beginnt. Damit verbunden ist eine rasche
Elongation der Sprossachse. Neben der rasch zunehmenden metabolischen Aktivitat,
Zellteilungsaktivitat, Protein- und Nukleinsdurebiosynthese, ist die vollstandige Mobilisierung
der Speicherproteine typisch fir diese Phase (BEWLEY 1997). Damit ist eine deutlich
zunehmende Aktivitat proteolytischer Enzyme verbunden (WILSON et al. 1986; MUNTZ 1996).
Fir Vicia sativa L. konnten verschiedene Proteasen nachgewiesen werden, die vermutlich
auch bei der Mobilisierung der Speicherglobuline malgeblich beteiligt sind und im

nachfolgenden Abschnitt 1.3 naher beschrieben werden.

1.3 Proteasen aus keimenden Samen und Keimlingen

Reserveproteine unterscheiden sich von den meisten anderen Proteinen auch dadurch, dass
ihre Synthese wahrend der Reifung von Speicherorganen zeitlich meist lange vor dem Beginn
ihres Abbaus wahrend der Keimung von Samen oder des Austreibens von Knollen geschieht.
Reserveproteine unterliegen also keinem unmittelbaren turnover (MADISON et al. 1981) und

haben eine lange Halbwertzeit.

Der Reserveproteinabbau wird von speziellen Peptidasen (EC 3.4) katalysiert (Synonyme:

Proteasen oder proteolytische Enzyme). Hierbei sind sowohl Exopeptidasen (Carboxy- und

Aminopeptidasen) als auch Endopeptidasen (Proteinasen) am Reserveproteinabbau beteiligt.

Endopeptidasen lassen sich auf der Basis ihrer Spaltungsspezifitat in 4 Gruppen unterteilen.
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A) Serin-Peptidasen (EC 3.4.21), zu denen ebenfalls Threonin-Proteinasen gerechnet werden.

Das katalytische Zentrum dieser Peptidasen wird meist durch 2 - 3 der nachfolgenden Amino-

sauren gebildet: Serin, Histidin, Asparaginsaure, Lysin und Threonin.

B) Cystein-Peptidasen (EC 3.4.22). Das aktive Zentrum dieser Gruppe wird vorrangig durch

die Aminosauren Cystein, Histidin oder Asparagin konstituiert. Vor allem die Sulfhydryl-Gruppe
des Cysteins hat einen bestimmenden Einfluss auf die Aktivitat dieser Peptidasen. Daher
wurde diese Gruppe friher auch als Sulfhydryl-Proteinasen bzw. Sulfhydryl-Endopeptidasen
bezeichnet (MUNTZ 1996, HARA-NISHIMURA et al. 1998).

C) Aspartat-Peptidasen (EC 3.4.23). Fur die katalytische Aktivitdt dieser Enzyme, hat

Asparaginsaure als Ligand im aktiven Zentrum eine elementare Bedeutung.

D) Metallo-Endopeptidasen (EC 3.4.24). Die katalytische Aktivitat ist an bivalente Metallionen

geknupft. In der Regel ist dies Zink, aber auch Kobalt und Mangan, welche lber 3 Liganden

des aktiven Zentrums, haufig Histidin, Glutamin, Asparaginsaure oder Lysin, gebunden

werden.

Vertreter aus allen wichtigen Endopeptidaseklassen (BARRETT et al. 1988) kdnnen am
Reserveproteinabbau beteiligt sein. In zahlreichen Untersuchungen an Kotyledonen reifender
und keimender Samen ist gezeigt worden, dass Cystein-Proteinasen (CPR) in diesen Organen
fur die limitierte oder vollstdndige Proteolyse eine besondere Rolle spielen (WILSON 1986,
SHUTOV und VAINTRAUB 1987, MUNTZ 1996). Aufgrund von Sequenzhomologien unterscheidet
man zwei wichtige CPR-Familien, die papain- und die legumain-artigen CPR. Daneben ist die
Beteiligung von Metalloproteinasen (DUNAEVSKY UND BELOZERSKY 1989a, b, ELPIDINA et al.
1990, 1991), Serinproteinasen (MITSUHASHI et al. 1986, WILSON et al. 1986, MITSUHASHI und
OAKS 1994, QI et al. 1992, MORITA et al. 1994) und Aspartat-Proteinasen (MARTTILA et al.

1995) am Reserveproteinabbau in unterschiedlichen Pflanzensamen nachgewiesen worden.

Der Hauptteil des Reserveproteinabbaus geschieht in den PB. In jedem Falle sind dort Endo-
peptidasen fir den Beginn des Reserveproteinabbaus verantwortlich. Oftmals sind mehrere
Vertreter einer Proteinaseklasse oder unterschiedlicher Proteaseklassen am Reserve-
proteinabbau beteiligt. Exopeptidasen konnen Reserveproteine reifer Samen gewohnlich erst
nach einer partiellen Hydrolyse durch Endopeptidasen angreifen z.B. in den PB sind Carboxy-
peptidasen am Reserveproteinabbau beteiligt. Aminopeptidasen wurden im Cytoplasma der
Speichergewebszellen gefunden jedoch nicht in den PB. Niedere Peptide oder
Peptidfragmente gelangen als Ergebnis des Reserveproteinabbaus aus den PB in das
Cytoplasma, wo ihre weitere Zerlegung in Aminosaurebausteine durch Aminopeptidasen
katalysiert wird (Abb. 4).
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Wegen ihrer besonderen Rolle bei der limitierten und vollstdndigen Proteolyse von
Reserveproteinen wird nachfolgend auf die vakuolaren Cystein-Proteinasen detaillierter

eingegangen.

1.3.1 Papain-artige Cystein-Endopeptidasen

Die Synthese der Prakursoren von vakuolaren Cystein-Proteinasen erfolgt wie bei den
Reserveproteinen an membrangebundene Polysomen (rER). AnschlieRend werden die
Proenzyme durch das Endomembransystem gerichtet in die Vakuolen transportiert (s.a. 1.1.3,
MUNTZ 1996, 1998). Bei der co-translationalen Abspaltung des Signalpeptids aus den
Prapropolypeptiden entstehen inaktive Proenzyme. N- oder/und C-terminale Prosequenzen
bewirken durch intramolekulare Wechselwirkungen im Proenzym seine Inaktivierung. Die
Abspaltung der Propeptide geschient am vakuolaren Bestimmungsort und ist mit der
Aktivierung des Enzyms verbunden. Vor allem wahrend des Keimlingswachstums hat man
eine enge Korrelation zwischen Neusynthese von CPRs und dem Verlauf der Globulin-
mobilisierung festgestellt (SHUTOV und VAINTRAUB 1987).

Aus Kotyledonen von Vicia sativa-Keimlingen sind bislang cDNAs von 4 papain-artigen
Cystein-Peptidasen kloniert und sequenziert worden (BECKER et al. 1994, 1997, MUNTZ 1996,
FISCHER et al. 2000). Im einzelnen sind dies: CPR1, CPR2, CPR4 und Proteinase A. Wie viele
andere Proenzyme papain-artiger CPR besitzen auch die aus Vicia sativa L. ein N-terminales
Propeptid. Fir CPR1, CPR2 und Proteinase A wurde nachgewiesen, dass sie in vitro
Globuline aus reifen Vicia sativa-Samen ohne vorherige, durch limitierte Proteolyse bewirkte
strukturelle Modifikation spalten kdnnen (FISCHER et al. 2000). CPR1 und CPR2 kommen in
PB von Vicia sativa-Samen vor. Wahrend Experimente zur innerzellularen Lokalisierung von
CPR4 noch ausstehen, ist fur Proteinase A bisher kein Nachweis in PB gelungen.

Proteinase A wird durch eine kleine Multigenfamilie codiert (BECKER et al. 1997), wahrend fur
CPR1 und CPR2 nur jeweils ein Gen gefunden wurde (BECKER et al. 1994).

Im Unterschied zu CPR1, CPR2 und CPR4 enthalt die aus der cDNA abgeleitete Pro-
Proteinase A-Sequenz das als ER-Retentionssignal bekannte C-terminale Tetrapeptid KDEL.
Diese KDEL-Sequenz fehlt im reifen Enzym (BECKER et al. 1997). Proteinase A-verwandte
papain-artige CPR sind auch in Samen von Phaseolus vulgaris L. (EP-C1; TANAKA et al. 1993)
Vigna mungo L. (SH-EP; OKAMOTO und MINAMIKAWA 1998) und Ricinus communis L. (SCHMID
et al. 1998) gefunden worden. Fir SH-EP wurde gezeigt, dass das Proenzym mittels des
KDEL-Signals im ER-Lumen in inaktiver Form zurlickgehalten werden kann, um bei Bedarf
schnell, durch KDEL-Abspaltung entlassen, zum Bestimmungsort transportiert und dort
aktiviert zu werden (OKOMOTO et al. 1999, TOYOOKA et al. 2000). Dieser Vorgang koénnte fiir
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einen kontrollierten massiven Abbau von Speicherproteinen von Bedeutung sein. Bei Ricinus
communis L. ist die betreffende Proteinase A-adhnliche CPR mit dem kontrollierten Zelltod im
Endosperm nach Ende der Reservestoffmobilisierung in Zusammenhang gebracht worden
(SCHMID et al. 1999).

1.3.2 Legumain-artige Cystein-Endopeptidasen

Neben den papain-artigen gehdren legumain-artige CPR zum Proteinasebestand reifender
und keimender Samen. Sie bewirken die Prozessierung von Propolypeptiden in Vakuolen
durch limitierte Proteolyse (vakuoldre Prozessierungsenzyme — VPE) und sind am Reserve-
proteinabbau beteiligt. Aufgrund ihrer Entdeckung in Leguminosen wurden sie als Legumaine
(EC. 3.4.22.34) bezeichnet (ABE et al. 1993, MURAMATSU et al. 1993, ISHII 1994, TAKEDA et al
1994). Charakteristisch fur diese Gruppe von CPR ist ihre strikte Spezifitat fur Asparagin und
Asparaginsaure in Position P1 der Spaltungsstelle. Wie die samen-spezifischen papain-artigen
haben auch die legumain-artigen CPR ein pH-Optimum im saureren Bereich (DICKINSON et al.
1989, HARA-NISHIMURA et al 1991, 1995, 1998, JUNG et al. 1993, 1998, BECKER et al. 1995,
MUNTZ 1996, 1999). Nach HARA-NISHIMURA et al. (1998) unterscheidet man vegetative (a- und
WPE) und samenspezifische VPE (B-VPE). Letztere katalysieren u. a. in PSV die Asn-
spezifische Spaltung von Prolegumin in a- und B-Legumin-polypeptide (s.a. 1.1.3, Abb. 2E;
JUNG et al. 1998). Proteinase B, ein keimungsspezifisches Legumain (SHUTOV et al. 1982)
gehort zu den vegetativen VPE. Seine Mitwirkung am Abbau von Legumin setzt jedoch voraus,
dass dieses bereits infolge limitierter Proteolyse durch eine andere Endopeptidase konformativ
modifiziert wurde, ehe Proteinase B den Abbau des modifizierten Legumins katalysieren kann
(SHUTOV und VAINTRAUB 1987).

Aus den cDNA-Sequenzen zahlreicher Legumaine, darunter von BVPE (VsPB2) und
Proteinase B aus Samen von Vicia sativa L. (HARA-NISHIMURA et al. 1993, 1995, TAKEDA et al.
1994; BECKER et al 1995) sind ihre Aminosauresequenzen abgeleitet worden. Die Prakursoren
der Enzyme verfligen sowohl Uber ein N-terminales Signalpeptid als auch tber N- und C-
terminale Propeptide. Sie werden demnach als Prapropolypeptide am rER synthetisiert und
gelangen unter Signalpeptidabspaltung cotranslational ins ER-Lumen. Von dort werden die
inaktiven Proenzyme wie die Prakursoren von Speicherglobulinen und papain-artigen CPR
Uber das Endomembransystem zu den PSV transportiert. Vermutlich erfolgt der Proenzym-
transport zu den PSV der Samenzellen in clathrin-coated vesicle (CCV, ROBINSON et al.
1998b, HINz et al. 1999, CHRISPEELS und HERMAN 2000). In den PSV aktivieren sich die
Prolegumaine autokatalytisch durch Abspaltung der C- und N-terminalen Propeptide (HIRAIWA
et al. 1997a, 1999, HARA-MISHIMURA et al. 1998). Nach HIRAIWA et al. (1997b) sowie JUNG et
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al. (1993) sollen die BVPE auch in der Lage sein, nicht korrekt gefaltete oder oligomerisierte
Prolegumine abzubauen. Dies wirde bedeuten, dass in den PSV der Samenzellen ein
Kontrolimechanismus existiert, durch den fehlerhafte und fehigeleitete Proteine auerhalb des

ER’s eliminiert werden konnten.

1.4 Mobilisierung der Speicherproteine und daran beteiligte Proteasen: Die

besondere Rolle der Cystein-Endopeptidasen

Die wahrend der Samenreifung angelegten Proteinreserven werden wahrend der Keimung und
des anschlieBenden Keimlingswachstums als Aminosaurelieferanten fir die Protein-
biosynthese mobilisiert. Ganz zu Beginn der Keimung kann die Proteinbiosynthese vermutlich
aus den Pools freier Aminosduren mit Aminosaurebausteinen versorgt werden. Diese missen
jedoch rasch durch den Abbau von Speicherproteinen aufgefiillt werden. Dieser Prozess wird
von Endo- und Exopeptidasen katalysiert. Proteasen, die am Reserveproteinabbau mitwirken,

mussen nach SHUTOV und VAINTRAUB (1987) wenigstens folgende drei Kriterien erfillen:

« Das Substrat (Speicherglobuline) und die Enzyme (Proteasen) missen im selben
Kompartiment (Protein Bodies) vorliegen.

« Die Proteasen mussen wenigstens in vitro in der Lage sein unter Milieubedingungen, die
denen in PB entsprechen (saurer pH-Wert, Redoxpotentiale, lonenkonzentrationen),
Globuline oder Globulinfragmente abzubauen.

+ Das zeitliche Auftreten und die quantitativen Anderungen der Enzymaktivitat missen mit

dem Muster der in vivo-Proteinmobilisation Ubereinstimmen.

Es besteht kein Zweifel daran, dass in PB trockener reifer Samen Endopeptidasen und
Carboxypeptidasen vorkommen (WILSON 1986, SHUTOV und VAINTRAUB 1987, BEWLEY und
BLACK 1994, MUNTz 1996). Allerdings liegen darlber, ob diese den Reserveproteinabbau
einleiten kénnen oder nicht, nur wenige und kontroverse Publikationen vor. Dagegen gibt es
wohl keinen Zweifel daran, dass in den Kotyledonen wahrend des Keimlingswachstums, also
nach der Keimung, Proteinasen, welche die zuvor genannten drei Kriterien erfillen, neu
gebildet und in die PB transportiert werden. Dort haben sie zusammen mit den gespeicherten
Carboxypeptidasen eine Hauptfunktion bei der Reserveproteinmobilisierung (Abb. 4). Jedoch
lassen sich auch in Geweben der Embryoachse PB mit darin gespeicherten Reserveproteinen
nachweisen. Uber deren Abbau und den daran beteiligten Proteasen ist dagegen nichts
bekannt. Experimente mit isolierten Baumwollembryoachsen haben jedoch gezeigt, dass darin

ohne Nahrstoffzufuhr von auflen, Wachstum sowie Proteinabbau beginnen und die
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Proteaseaktivitat ansteigt (VIGIL und FANG 19953, b). Dies stimmt mit der bereits vor mehr als
40 Jahren geadullerten Auffassung Uberein, dass die Embryoachsen wahrend der Keimung in
ihrer Aminosaureversorgung fur Proteinbiosynthesen autonom sein kénnten und erst mit
Beginn des Keimlingswachstums die Versorgung der Embryoachse mit Aminosauren von den
Kotyledonen tibernommen wird (LAWRENCE et al. 1959, 1963; WALTON 1966, MURRAY 1988).
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Abb. 4 Generalisierendes Schema zur Mobilisation von Aminosduren aus Speicherglobulinen

1.4.1 Kontroverse Ergebnisse uber Vorkommen und Funktion gespeicherter

Proteasen in Protein Bodies von Speichergewebszellen

Proteinasen sind in Kotyledonen trockener Samen von Kirbis (HARA und MATSUBARA 19803,
b, HARA-NISHIMURA et al. 1982), Sojabohnen (BOND und BOWLES 1983, QI et al. 1992) und
Buchweizen (BELOZERSKY et al. 1990) nachgewiesen worden. Wahrend es sich bei Kirbis um
eine CPR handelt, ist es bei Sojabohnen eine Aspartat- und bei Buchweizen eine
Metalloproteinase. Nur im Falle von Kirbis (HARA-NISHIMURA et al. 1982) und Buchweizen
(ELPIDINA et al. 1990, 1991) sind die betreffenden Proteinasen bisher in PB von Kotyledonen
nachgewiesen worden. Indizien dafur, dass der Abbau endogener Reserveproteine durch die
gespeicherte Proteinase eingeleitet wird, gibt es vor allem beim Buchweizen. In seinen reifen
trockenen Samen liegt die Metallo-Endopeptidase mit einem Inhibitor assoziiert vor
VOSKOBOYNIKOVA et al. 1990). Die Proteinase wird durch Dissoziation des Inhibitors wahrend
der Keimung aktiviert und katalysiert einleitend limitierte Spaltungen des Legumins der Samen.

Dies flhrt zu einer Konformationsanderung, ohne dass das Legumin-Holoprotein dissoziiert
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(DUNAEVSKY und BELOZERSKY 1989a). Allerdings werden dadurch die Voraussetzungen dafur
geschaffen, dass eine spater neu gebildete CPR in Kooperation mit einer Carboxypeptidase
den weiteren Abbau bis zu niederen Peptiden vollziehen kann (DUNAEVSKY und BELOZERSKY
1989b). Von den genannten Proteinasen aller drei Pflanzen liegen bisher weder cDNA-

abgeleitete noch direkt bestimmte partielle oder vollstdndige Aminosauresequenzen vor.

Dagegen haben Versuche von HARRIS und CHRISPEELS (1975) bei Vigna mungo L. und von
SHUTOV und VAINTRAUB (1987) bei Vicia sativa L. gezeigt, dass die gespeicherten Proteinasen
in den PB von Kotyledonenzellen der betreffenden Pflanzen den Abbau endogener Reserve-
globuline nicht starten kénnen. In beiden Fallen gehen die Autoren davon aus, dass die
Reserveproteinmobilisierung durch neu gebildete Proteinasen eingleitet wird (s.a. Abschnitt
1.4.2).

Carboxypeptidasen, die in PB aller bisher untersuchten Pflanzen vorhanden sind, kénnen die
endogenen Reserveproteine wohl nicht angreifen, ehe nicht wenigstens limitierte Spaltungen
durch Endopeptidasen die Struktur der Substratproteine verandert und mit einer erhéhten
Anzahl freier C-Termini Angriffspunkte flr die Exopeptidase geschaffen haben. Jedenfalls liel3
sich in vitro kein Abbau von reifen Globulinen durch gespeicherte Carboxypeptidasen aus
Kotyledonen von V. sativa L. nachweisen (SHUTOV et al. 1981). cDNA-abgeleitete Sequenzen
von Carboxypeptidase-Prakursoren des Ackerschmalwands (Arabidopsis thaliana L.), ent-
halten ein N-terminales Signalpeptid, ein Propeptid und die Sequenz des reifen Enzyms
(BRADLEY et al. 1992). Partielle cDNA-abgeleitete bzw. direkt bestimmte Carboxypeptidase-
spezifische Aminosauresequenzen von Erbse (JONES et al. 1996) und Mungbohne (WILSON et
al. 1995) zeigen groRe Ahnlichkeit zu denen aus Arabidopsis thaliana L.. Deshalb kann davon
ausgegangen werden, dass auch bei den Leguminosen das inaktive Carboxypeptidase-
Proenzym im Endomembransystem zur Vakuole transportiert und dort durch limitierte

Proteolyse aktiviert wird.

1.4.2 Neubildung von Proteinasen und ihre Funktion beim Abbau von Proteinen in

Kotyledonen wahrend des Keimlingswachstums

In den Kotyledonen der meisten genauer untersuchten Pflanzen hat man erst zu Beginn des
Keimlingswachstums das Auftreten neuer Proteinasen, zumeist CPR, nachgewiesen, denen
gemal den drei zuvor aufgefuhrten Kriterien (Seite 15) der Start des Reserveproteinabbaus
zugeschrieben wird (WILSON et al. 1986, SHUTOV und VAINTRAUB 1987, MUNTZ 1996). Dazu
gehort bei den Dikotyledonen die Vicilinpeptidohydrolase aus Kotyledonen von Vigna radiata
L.. Es ist eine CPR, fur die es bisher keine sichere Zuordnung zu den Familien der papain-

oder legumain-artigen CPR gibt. Sie wird nach Abschluss der Keimung am rER de novo
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gebildet und gelangt von dort durch Transfer in Vesikeln zu den PB, in denen sie den Reserve-
proteinabbau katalysiert (BAUMGARTNER und CHRISPEELS 1979).

In &hnlicher Weise soll nach der Hypothese von SHUTOV und VAINTRAUB (1987) der
Reserveglobulinabbau in den Kotyledonen von Wickenkeimlingen (V. sativa L.) stattfinden.
Vergleichbar der Metalloproteinase von Buchweisen soll eine nach Abschluss der Keimung in
den Kotyledonen neu gebildete papain-artige CPR, hier Proteinase A genannt (SHUTOV et al.
1984), durch limitierte Spaltungen nach dem ,Zipper-Mechanismus“ eine Modifikation der
Reserveproteinuntereinheiten bewirken, die zu einer Konformationsanderung im Holoprotein
fuhrt, ohne dass dieses dissoziiert. Der aus der Katalysekinetik ablesbare Zipper-
Mechanismus bewirkt, dass ahnlich wie beim Offnen der Zahne eines Reiltverschlusses, jedes
Reserveproteinmolekil nur an einer oder wenigen Stellen proteolytisch aufgeschlossen wird.
Dadurch wird seine Konformation verandert und das Protein fir einen Angriff durch eine
legumain-artige CPR, hier Proteinase B genannt, gedtffnet. Beide CPR bewirken dann
kooperativ nach einem ,one-by-one-Mechanismus® zusammen mit einer gespeicherten
Carboxypeptidase den Abbau der Globuline bis zu kurzkettigen Peptiden. Im one-by-one-
System werden die Reserveglobulinmolekile ,eins nach dem anderen® vollstandig abgebaut.
Die dabei entstehenden niederen Peptide werden ins Cytoplasma Uberfihrt, wo Amino- und

andere Peptidasen ihren Abbau zu Aminosaureresten katalysieren.

In Kotyledonen von Buchweizenkeimlingen wird eine nicht naher klassifizierte CPR neu
gebildet, die in vitro zusammen mit einer gespeicherten Carboxypeptidase Legumin abbaut.
Voraussetzung ist auch hier, dass das Legumin vorher durch limitierte Spaltungen, die von der
gespeicherten Metallo-Endopeptidase katalysiert werden, strukturell dem Angriff durch die
CPR zuganglich gemacht worden ist (s.0.). Dieser Abbau setzt aulerdem voraus, dass die
Abbauprodukte kontinuierlich entfernt werden, andernfalls kommt die CPR-Aktivitat infolge von
Ruckkopplungshemmung durch sich anreichernde Aminosduren und niedere Peptide zum

Erliegen (DUNAEVSKY und BELOZERSKY 1989b, Ubersicht: MUNTZ et al. 2001).

In Getreidekaryopsen wird die Hauptmenge der Reserveproteine (Prolamine, s. Tabelle 1) im
Mehlendosperm gespeichert, dessen Zellen wahrend der Samenreifung durch kontrollierten
Zelltod absterben. In diesem Gewebe kann also wahrend und nach der Keimung keine
Proteinbiosynthese erfolgen. Die hydrolytischen Enzyme zum Abbau von Reservestoffen des
Mehlendosperms werden in den wenigen &ufleren Schichten lebender Zellen des
Endosperms, den Aleuronzellen, wahrend der Keimung de novo gebildet und von dort in das
tote Mehlendosperm sezerniert. Fir den Reserveproteinabbau sind z.B. bei Gerste vor allem
zwei papain-artige CPR (EP-1 und EP-2) verantwortlich, die vom Aleuron in das tote
Endosperm abgesondert werden. Diese Proteinasen werden von den Aleuronzellen ebenso

unter Kontrolle der beiden antagonistisch wirkenden Phytohormone Gibberellin und
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Abszissinsdure gebildet und wie andere Hydrolasen flr den Starke- (Amylasen) oder
Zellwandabbau (Glukanasen) sezerniert. Die Phytohormone werden von den Zellen der
Embryoachse und des Scutellums gebildet und abgegeben, wodurch diese Embryonalorgane
die Kontrolle Uber die Reservestoffmobilisierung ausiiben (Ubersichten: FINCHER et al. 1989,
KOEHLER und HO 1990a, b, BEWLEY und BLACK 1994, BETHKE et al. 1998).

Bei Sojabohnen ist eine Serinproteinase nachgewiesen worden, die in den Keimblattern nach
Abschluss der Keimung neu gebildet wird und den Abbau der groRen (dem Convicilin
entsprechenden) Untereinheiten des B-Conglycinins katalysiert (WILSON et al. 1996, TAN-
WILSON et al. 1996). In PB von Scutellumzellen trockener Gerstenkaryopsen ist eine Aspartat-

Proteinase gefunden worden (TORMAKANGAS et al. 1994, MARTTILA et al. 1995).

1.4.3 Wichtige offene Fragen

Sowohl in Embryoachsen als auch in Zellen lebender Speichergewebe beginnen die Protein-
biosynthesen bereits wahrend der Keimung bald nach Anfang der Quellung (LANE 1991,
BEWLEY 1997). In den Speichergeweben ist der Abbau von Proteinreserven jedoch stets erst
nach Abschluss der Keimung festgestellt worden. Welche Aminosaurequellen speisen somit
vorher den Bedarf flr Proteinbiosynthesen? Mehrfach ist davon ausgegangen worden, dass
dazu die betreffenden Zellen und Gewebe Uber eine genligende Menge gespeicherter freier
Aminosauren verfugen (z.B. SHUTOV und VAINTRAUB 1987). Es ist jedoch unklar, ob bereits vor
Abschluss der Keimung und dem Beginn des Abbaus von Proteinreserven in den Speicher-
geweben der Aminosaurebedarf fiir Synthesen aus der Proteindegradation gespeist wird oder
nicht? Ebenso ist bei dikotyledonen Pflanzen nicht bekannt, in welchem Verhéltnis die
Mobilisierung von Speicherproteinen in der Embryoachse zum Speicherproteinabbau in den
Keimblattern als Aminosaurequelle fur die friihe Proteinbiosynthese steht. Allerdings gibt es
Hinweise, dass der frilhe Aminosaurebedarf der Embryoachse aus dem Abbau endogener

Proteinreserven gedeckt werden kénnte (z.B. bei Baumwolle: VIGIL und FANG 1995 a, b).

Obwohl die Bedeutung der Neubildung von Proteinasen nach der Keimung fir die umfassende
Mobilisierung von Proteinreserven unbestritten ist, blieb bisher ungeklart, welche Rolle
gespeicherte oder neu gebildete Proteinasen fir die Initiation der Reserveproteinmobilisierung
spielen (MUNTZ et al. 2001). Da bisher keine Proteinasen aus Embryoachsen analysiert
worden sind, blieb auch unklar, ob dort nicht gespeicherte Proteinasen fir den Beginn der

Aminosauremobilisierung aus Proteinen von grundlegender Bedeutung sind.

Vereinzelt gibt es Hinweise darauf, dass mehrere Vertreter einer Proteinaseklasse oder

verschiedener Proteinaseklassen am Reserveproteinabbau beteiligt sind. Hierbei kdnnte sich
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ihre Rolle entwicklungsabhangig andern, wie das bei der Metalloproteinase und der CPR in
Kotyledonen von Buchweizen der Fall ist (BELOZERSKY et al. 1990, ELPIDINA et al. 1990, 1991).
Bisher sind stets einzelne oder wenige ausgewahlte Proteinasen aus Kotyledonen von
Keimlingen beschrieben worden, denen gemaf der drei zuvor aufgefiihrten Kriterien (Seite 15)
dann Funktionen bei der Proteinmobilisierung beigemessen wurden. Da keine Ubersicht tber
andere beteiligte Enzyme besteht, kann die Rolle bekannter Proteinasen schwer bewertet

werden.

Der Abbau von Proteinen geschieht nicht zeitgleich in allen Teilen der Speichergewebe. Er
beginnt an bestimmten Stellen und bewegt sich in Mustern durch die Keimblatter oder das
Endosperm, die fiir unterschiedliche taxonomische Gruppen verschieden sind (SMITH 1981).
Fiur Kotyledonen von Vigna radiata L. ist gezeigt worden, dass erwartungsgemaf Muster des
Verlaufs von Proteinabbau und von proteolytischer Aktivitat zusammenfallen (HARRIS und
CHRISPEELS 1975). Die damals angewandten Methoden waren jedoch verhaltnismaRig
unempfindlich und lieRen keine ldentifizierung spezifischer Proteinasen oder abgebauter
Proteine im Gewebe zu. Auch kann nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne Proteinasen
eng lokalisiert vorkommen und eine wichtige Rolle bei der differenziellen Proteinmobilisierung
spielen, jedoch in Gesamtextrakten von Organen nicht nachgewiesen werden. Dagegen
kénnten andere Proteinasen, die in geringer Menge Uber das ganze Gewebe verteilt
vorkommen und denen keine spezifische Funktion zukommt, leicht erfasst werden. Aufgrund
dessen, weil sie nachweis- und analysierbar sind, wird ihnen dann unangemessen viel

Bedeutung zugeschrieben.

Die Bedeutung verschiedener Proteinasen im raum-zeitlichen Muster des Abbaus
verschiedener Proteine sollte deshalb mit biochemischen, molekularbiologischen und
Zellfraktionierungs-Methoden untersucht werden, damit die Funktion einzelner Proteinasen
erkennbar wird. Diese Untersuchungen koénnten durch einen Ansatz mit spezifischen

immunhisto- und cytochemischen Methoden erganzt werden.

SchlieBlich sind auch die Fragen nach den Mechanismen der Kontrolle von Proteinase-
Genexpression und -Aktivitdt im raum-zeitlichen Ablauf der Reserveproteinmobilisierung
ungeklart. Die Klarung dieser Fragen kann jedoch erst erfolgen, wenn klar geworden ist,
welche Proteinasen Schlusselfunktionen beim Beginn der Proteinmobilisierung und fir deren

weiteren Verlauf an verschiedenen Stellen der Speichergewebe haben.
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1.5 Ziele der Arbeit

Die Untersuchungen fur diese Dissertation waren Teil des Forschungsprogramms der
ehemaligen Arbeitsgruppe ,Eiweildstoffwechsel der Pflanzen® (Leiter: Prof. Dr. K. Mintz),
Abteilung ,Molekulare Zellbiologie des IPK, Gatersleben. Deren Interesse an Proteinasen aus
Leguminosensamen resultierte aus Untersuchungen Uber die limitierte Proteolyse beim
innerzellularen Transport und der molekularen Reifung von Prolegumin (s. Abschnitt 1.1.3).
Die daran beteiligte Asparagin-spezifisch spaltende Proteinase (HARA-NISHIMURA et al. 1991,
SCOTT et al. 1992, JUNG et al. 1993, 1998) erwies sich ebenso wie die von SHUTOV et al.
(1982) beschriebene Proteinase B aus Vicia sativa-Keimlingen (BECKER et al. 1995) als
Mitglied der neu definierten Familie der Legumaine (ISHIl 1994). Davon ging eine Prifung der
Hypothese von SHUTOV und VAINTRAUB (1987) Uber den kooperativen Abbau von Legumin
durch die Proteinasen A und B aus. Dabei wurde klar, dass Proteinase A nicht die papain-
artige CPR sein konnte, welche den Globulinabbau in Keimlingen von Vicia sativa L. initiiert
(BECKER et al. 1997). Die Suche nach weiteren CPR aus Samen von Vicia sativa L. fuhrte zur
Analyse von insgesamt 6 verschiedenen CPR-spezifischen cDNA’s (BECKER et al. 1994, 1995,
1997, FISCHER et al. 2000). Eine biochemische Charakterisierung der zugehdérigen Enzyme
gelang ebenfalls in den meisten Fallen (BECKER et al. 1995, 1997, FISCHER et al. 2000).
Dadurch standen schlielich nicht nur entsprechende CPR-spezifische DNA-Sonden sondern
auch Antikorper zur Verfigung. Zusammen mit den bereits vorhandenen Antikérpern gegen
die Reserveproteine Vicilin und Legumin aus Vicia faba L. war damit ein umfangreiches
Instrumentarium zur experimentellen Klarung einiger der im vorhergehenden Abschnitt
aufgeflhrten offenen Fragen zum Reserveproteinabbau und den daran beteiligten Proteinasen

bei einer Leguminosen-Spezies erarbeitet worden.

Im Rahmen des SFB 363 ,Molekulare Zellbiologie pflanzlicher Systeme®, Teilprojekt B12,
wurden dazu die notwendigen Untersuchungen in zwei parallelen Dissertationen ausgefuhrt.
Beide Arbeiten untersuchten die Vorgange bei der Proteinmobilisierung in Embryoachsen und
Kotyledonen sowohl wahrend der Keimung als auch wahrend des anschlieRenden
Keimlingswachstums. Ein besonderes Interesse galt hierbei den Vorgangen in Embryosachse
und den friilhen Phasen der Keimung, da diese bislang nur unzureichend analysiert wurden. In
der hier vorliegenden Dissertation sind dazu Untersuchungen mit den Methoden der
Zellfraktionierung, mit biochemischen und molekularbiologischen Methoden bei Samen der
Saatwicke (Vicia sativa L.) ausgefuhrt worden. Neben Analysen, welche die unterschiedlichen
Stadien der Keimung und Keimlingsentwicklung berticksichtigten, wurden auch verschiedene
Stadien der Samenreifung untersucht. Die 2. Dissertation, war auf die raumliche und zeitliche
Analyse von Globulinabbau und Proteinasen mittels immunhisto-, und cytochemischer

Methoden, mittels in situ-Hybridisierung von Antisense-RNA gegen proteinase-spezifische
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mRNA, sowie mittels Ultrastrukturuntersuchungen im Elektronenmikroskop am selben Objekt
ausgerichtet (TIEDEMANN 2000).

Die vorliegende Dissertation hat folgende Ziele:

* Analyse des Globulinabbaumusters in ganzen Organen und daraus isolierten PB mit Hilfe

vicilin- und legumin-spezifischer Antikdrper.

* Analyse des zeitlichen Musters im Vorhandensein proteinase-spezifischer mRNA und

Polypeptide bis zuriick in die Periode der Samenreifung.
» Ermittlung solcher Proteinasen, die in trockenen Samen gespeichert vorkommen.

» Analyse von Proteinasen in PB aus trockenen Samen und Nachweis ihrer Beteiligung am

Beginn des Reserveproteinabbaus.
» Analyse der entwicklungsabhangigen Profile freier Aminoverbindungen.

« Ableitung von Beziehungen zwischen Proteinasen, Beginn des Reserveproteinabbaus und

Mobilisierung von Aminosauren in beiden Organen wahrend er untersuchten Stadien.

» Beantwortung von Fragen nach der Bedeutung einzelner Proteinasen aus den Familien der
papain- und legumain-artigen CPR fur den Beginn und Verlauf der Proteinmobilisierung
sowie nach der Rolle von gespeicherten Proteinasen bei diesem Prozess in Embryoachsen

und Kotyledonen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden bereits in zwei Originalarbeiten veroffentlicht
(SCHLERETH et al. 2000, 2001). AuRerdem bin ich mit meinen Ergebnissen an zwei weiteren
Originalpublikationen zu diesem Thema aus der Arbeitsgruppe beteiligt (FISCHER et al. 2000,
TIEDEMANN et al. 2001). Daruber hinaus konnte ich als Coautor zu zwei zusammenfassenden
Veroffentlichungen (ber Proteinmobilisierung und Proteinasen aus keimenden Samen und
Keimlingen von Vicia sativa L. bzw. dikotyledonen Pflanzen beitragen (MUNTZ et al. 1998,
2001). Alle sechs Veroéffentlichungen bilden das Kernstlick von Ergebnisdarstellung und

Diskussion der Resultate in der vorliegenden kumulativen Dissertation
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2 MATERIAL UND METHODEN

Die Materialien und Methoden, die bei den experimentellen Arbeiten flr die vorliegende
Dissertation eingesetzt wurden, sind in den Publikationen M2 bis M5 beschrieben worden.
Neben einer Ubersicht dariiber enthalt dieses Kapitel erforderliche Erganzungen, da einige der

Beschreibungen sehr knapp gehalten waren.

2.1 Versuchspflanzen

Die Versuche wurden an Samen der Saatwicke (Vicia sativa L. convar. caesentini [Guss.]
Arcang. [Var. 133]) durchgefiihrt, die zu unterschiedlichen Stadien der Reifung, Keimung und
Keimlingsentwicklung geerntet wurden. Das dazu verwende Saatgut stammt aus einem im

IPK-Gatersleben durchgefiihrten Vermehrungsanbau.

2.2 Plasmide und Vektoren

Tab. 3: Zur Klonierung verwendete Plasmide und Vektoren

Plasmid Eigenschaften und Verwendung Herkunft

pCR®2.1 Amp" (Bakterien), Km' (Pflanzen) direktes | Invitrogen, 1992
Klonieren von PCR-Fragmenten Uber T/A-
Uberhénge, LacZa fur blau-weil-Selektion;
Sequenzierung

pET3d Amp', direktes Klonieren von PCR-Fragmenten | Novagen

2.3 Bakterienstamme

Als Wirtsorganismus fir die verwendeten Plasmide diente der Bakterienstamm Escherichia
coli K12, welcher keine Pathogenitatsfaktoren besitzt. E. coli gehért zu den Gram-negativen,
peritrich begeilielten, fakultativ anaeroben, stabchenférmigen Enterobacteriaceae, die keine
Sporen bilden.



MATERIAL UND METHODEN 24

Tab. 4: Verwendete Unterstamme des Escherichia coli K12 Stammes

Stamm Genotyp Herkunft

InvaF” EndA1, recA1, hsdR17(r-k,m+k), supE44, A-thi-1, | Invitrogen, 1992
gyrA, relA1, @80, lacZaA M15A(lacZYA-argF),
deoR+, F’

HB101 SupE44, hsdS20(rsm’), recA13, ara-14, proA2, |Boyer & Roulland-Dussoix
lacY1, galK2, resL20, xyl-5, mtl-1, F°, thi-1,|(1969), Bolivar & Backmann
leuB6, rpsL20(str'), A (1979), Sambrook et al.

(1989)

HMS174 [F", recA, hsdR(rki2 Mki2), Riff Novagen

2.4 Tabellarische Zusammenfassung der angewandten Methoden

In Tabelle 5 sind alle wichtigen benutzten Methoden zusammengefasst. Es kann daraus

entnommen werden, in welcher Publikation eine ndhere Beschreibung zu finden ist, oder ob

eine erganzende Beschreibung folgt.

Tab. 5: Tabellarische Zusammenfassung der angewandten Methoden. M2 - 4 = Beschreibung der

Methode im jeweiligen Mauskript, D = erganzende Beschreibung in Material und Methoden

Biochemische und Analytische Methoden

1. Photometrische Bestimmungen

Konzentrationsbestimmungen M3, 4 | Bestimmung der Proteinkonzentration
M3 Bestimmung der Gesamtaminosaure-
konzentration
Enzymaktivitaten M4 PFP Aktivitat
M4 o-Mannosidase Aktivitat
2. Gelelektrophorese
SDS-PAGE M3 Auftrennung von Proteinextrakten
Gelatine SDS-PAGE M3, 4 Nachwﬂeis der pro.t(—:.-olytischen Aktivitat
gegenuber copolymerisierten Substraten
Auftrennung synthetischer Peptide nach
Agarose - Gelelektrophorese M4 . )
einem proteolytischen Verdau
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3. Zellfraktionierungen

M3, 4

Differenzielle Extraktion unterschiedlicher
Proteinklassen

M3, 4

Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation
von PB

4. Immunologischer Nachweis von
Proteinen (Western Blot)

M3, 4

Nachweis unterschiedlicher Proteinasen
durch die Umsetzung von NBT/BCIP oder
mittels Chemilumineszens

Nachweis unterschiedlicher Speicher-

M3, 4 .
proteine
5. Herstellung eines Antikopers D
6. HPLC M4 Auftrennung von Peptidfragmenten
M3 Analyse der Animosaurenzusammensetzung
7. Elektronenmikroskopische M4 Nachweis und Bestatigung der Isolation von
Analysen PB
M4 Ausschluss cytolsolischer Verunreinigungen
in PB-Extrakten
Massenbestimmung und Sequenzierung von
8. ESI Massenspektrometrie M4 _ g d 9
Peptidfragmenten
9. Sonstiges
Szintilationsmessung M4 Nachweis radioaktiv markierter Proteine
Biomassenbestimmung M3 Frischgewicht, Trockengewicht
Molekularbiologische Methoden
1. Nachweis von mRNA (Northern M2 3 Nachweis der mRNA unterschiedlicher
Blots) "~ | Proteinasen
2. PCR D Amplifikation unterschiedlicher Fragmente
M3 Strangspezifische radioaktive Markierung
spezifischer DNA-Sonden
D Amplifikation einer mutagenisierten cDNA
3. Agarose - Gelelektrophorese M2, 3 | Auftrennung von RNA
D Auftrennung und Isolation unterschiedlicher
PCR- Amplifikate
4. Sequenzierug D Sequenzierung der mutagenisierten cDNA
M3 N-terminale Sequenzierung von Proteinen
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2.5 Herstellung transformationskompetenter E. coli Zellen

Transformationskompetente E. coli Zellen wurden entsprechend der von MANDEL & HIGA
(1970) verdffentlichten CaCl,-Methode hergestellt. Nach UN Inkubation bei 37°C wurden die E.
coli Zellen in frischem LB-Vollmedium inkubiert. Mit Erreichen einer Zelldichte Agyy von 0.5 —
0.6 wurden die Zellen 10 min auf Eis gestellt. Nach der Zentrifugation bei 2500 Upm, 10 min
und 4°C wurden die Zellen mit 100 mM CaCl, gewaschen und fur 30 min auf Eis gestellt. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1/10 des Ausgangsvolumens mit CaCl,
(Endkonzentration 10 mM) vorsichtig resuspendiert. Die so kompetent gemachten Zellen

konnten 2 Tage auf Eis gelagert werden.

2.6 PCR-Amplifikation von cDNA

Die Amplifikation der cDNA aus Plasmiden erfolgte durch die Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotid-Primern. Auf diese Weise wurden auch neue
Restriktionsschnittstellen und in  vitro-Mutationen eingefligt. AuRerdem wurde die
strangspezifische radioaktive Markierung von cDNA-Molekullen fir Northern-Blot Analysen
mittels PCR durchgefuhrt. Die PCR erfolgten in einem Temperatur-,cycler® (Perkin Elmer,
Biometra) wie folgt: 1.) Denaturierung bei 95 °C fur 10 min, 2.) Denaturierung bei 95°C far 1
min, 3.) Hybridisierung in Abhangigkeit von den Tm-Werten der verwendeten Oligonukleotid-
Primern fir 30 sec (60 — 56 °C), 4.) Elongationsreaktion bei 72°C fur 1min 10 sec. 5.)
Abschliellende Elongation bei 72 °C fur 10 min. Die Schritte 2.) — 4.) wurden 40 mal wiederholt
(40 Zyklen). Im Standardreaktionsansatz (50 ul) waren ca. 0.2 —0.4 pg Matrizen DNA, je 2.5
mM dNTP’s (Perkin Elmer), 25 mM MgCl, (Boehringer Mannheim), Oligonukleotide (20 pmol),
1.8 U Expand High-Fidelity DNA-Polymerase (Boehriger Mannheim) enthalten.

Fir die in Manuskript 5 beschriebene in situ Hybridisierung unterschiedlicher Proteinase-
mRNA wurden die zur Transkription bendétigen cDNA-Fragmente ebenfalls (ber PCR-
Amplifikation (s. 2.5, bzw. M5, Tab 2) gewonnen. Fur die nachfolgende Umschreibung der
cDNA in RNA waren Matrizen erforderlich, die einen mdglichst groRen Bereich der
codierenden Sequenz umfassen. Die betreffenden Amplifikationsprodukte wurden deshalb
unter sterilen Bedingungen in 1,2 % igen praparativen Agarosegelen mit TAE-Puffer (40 mM
Tris/Acetat [pH 8.3], TmM EDTA) aufgetrennt. Danach wurden von jedem Gel 2 schmale
Randstreifen abgeschnitten und in Ethidiumbromid-Lésung (0.001%) angefarbt. Die gefarbten
Banden in den Seitenstreifen gaben Aufschluss Uber die Lage der gesuchten ungefarbten
Banden im Mittelstiick des Gels. Unter sterilen Bedingungen wurden diese, dem

Volllangenprodukt entsprechenden Banden, ausgeschnitten und wie unter 2.7.2 sorgfaltig
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isoliert, gereinigt und fir die Umschreibung in Proteinase-spezifische antisense RNA
verwendet (TIEDEMANN et al. 2001).

2.7 Erzeugung einer durch Aminosaureaustausch mutierten rekombi-

nanten Proteinase B

Ziel war es, die Aminosaure in Position 174 (His zu Gly bzw. Arg) des katalytischen Zentrums
der Proteinase B auszutauschen. Diese Mutation fihrt nach HARA-NISHIMURA et al. (1998) und
HIRAIWA et al. (1999) zur Inaktivierung des Enzyms, wodurch eine autokatalytische Aktivierung

des Proteinase B-Prakursors und die Eigenhydrolyse des reifen Enzyms unterbunden wird.

2.7.1 in vitro-Mutation

Der Aminosaureaustausch im katalytischen Zentrum wurde Uber 2 PCR-Reaktionen erreicht.
Mit Hilfe der 1. PCR wurde ein 385 bp langes Produkt mit einer Sequenzanderung in Position
375 amplifiziert. Bei der 2. PCR-Reaktion wurde dieses Amplifikat der 1. PCR zusammen mit
einem weiteren Oligonukleotid als Primer eingesetzt. Damit konnte ein Produkt amplifiziert
werden, welches die vollstandige codierende Sequenz einer reifen Proteinase B umfasst, 983
bp lang ist und in Position 174 eine Mutation aufweist. Flr die spatere Ligation und Isolation
der cDNA wurden 5’-terminal eine Ncol- und 3’-terminal eine BamHI-Restriktionsschnittstelle

eingefugt.

2.7.2 Isolation der mutierten Proteinase B-cDNA

Die PCR Amplifikate wurden in einem 2 % Agarosegel aufgetrennt und ausgeschnitten. Die
ausgeschnittenen Gelstlicke wurden in einem an der Basis offenen und mit Gehérschutzwatte
verstopften Eppendorfgefal bei - 70 °C durchgefroren, aufgetaut sowie 10 min mit 13 000
Upm bei 4 °C zentrifugiert. Anschliellend mit 200 yl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 mM
EDTA) gewaschen und erneut zentrifugiert.

Der Durchlauf wurde mit einem gleichen Volumen an Phenol/Chloroform (Phenol:
Chloroform:lsoamylalkohol 25:24:1 [v/v/v] TE gesattigt) zweimal ausgeschuttelt und zur
Phasentrennung jeweils fir 3 min wie zuvor zentrifugiert. Die obere wéassrige Phase wurde
anschlieBend mit gleichem Volumen an Chloroform/Isoamylalkohol (Chloroform:
Isoamylalkohol 24:1 [v/v]) versetzt, um das restliche Phenol zu entfernen. Die wassrige Phase
wurde, nach erneuter Zentrifugation, mit 1/10 Vol. 3 M NaAcetat (ph4.9) und 2.5 Vol. Ethanol



MATERIAL UND METHODEN 28

(100%) versetzt um die DNA bei —20 °C UN zu fallen. Nach Zentrifugation wurde das erhaltene
DNA Pellet zweimal mit Ethanol (70 %) gewaschen, erneut sedimentiert. Das Pellet wurde
nach dem Trocken in 25ul sterilem Wasser aufgenommen. Die DNA-Konzentration der Lésung

konnte durch Absorptionsmessung im Photometer bei A260 bestimmt werden.

2.7.3 Klonierung der mutierten Proteinase B-cDNA

Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit dem ,TA Cloning® Kit* (Invitrogen), entsprechend
den Herstellerangaben, in die ,multiple cloning site* des pCR®2.1 Vektors ligiert. Nach
Transformation in InvaF -Zellen konnten die Klone mittels X-Gal-Test (BULLOCK et al. 1987)
selektiert und durch DNA-Minipraparation mit anschliellender Sequenzierung Uberprift
werden. Die Sequenzierung wurde nach der Methode von SANGER et al. (1977) im Institut fir
Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung Gatersleben von Frau Konig durchgefiihrt.
Positive Klone wurden entsprechend den Herstellerangaben mit dem ,pET System® (Novagen)
erneut ligiert. Die aus InvaF’-Klonen isolierte (s. 2.7.2), rekombinante DNA wurde hierzu in
den linearisierten, mit alkalischer Phosphatase dephosphorylierten (1ul/20ul, aus arktischen
Shrimps) Vektor pET3d ligiert und in den Bakterienstamm HB101 transformiert. Nach DNA-
Minipraparation und Restriktionsverdau wurde die DNA positiver Klone entsprechend 2.7.2
isoliert, mit Hilfe von Restriktionsenzymen herausgeschnitten und erneut mit dem pET-System
(Novagen) kloniert. Nach Ligation der DNA in den Vektor pET3d, folgte eine Transformation in
den Bakterienstamm HMS174.

2.7.4 Erzeugung und Isolation der mutierten Proteinase B

Eine UN-Kultur des Bakterienstamms HMS174 wurde nach der Zentrifugation (20 min, 13000
Upm) vorsichtig in frischem LB-Selektivmedium resuspendiert. Durch Zugabe von IPTG (0.5
mM) erfolgte der Start der 3-stlindigen Translation des mutierten Proteins. Als Kontrolle wurde
eine UN-Kultur ohne Initiation der Translation mitgefiihrt. Nach Ernte und Resuspendieren der
Zellen wurden diese mittels Ultraschall aufgebrochen und erneut sedimentiert.

Das rekombinante Enzym wurde mit einem Lysis-Puffer (100 mM Tris, pH 7.2, mM EDTA)
isoliert, der 6 M Harnstoff enthielt. Auf die Isolation folgte eine Renaturierung des Proteins
durch Zugabe des Gluthation-Redoxsystems (Lysis-Puffer, 200 mM NaCl, 10 mM reduziertes
Gluthation, 1 mM oxidiertes Gluthation, 6 M Harnstoff). Die Renaturierung geschah bei 4 °C
unter leichtem Rihren Uber 3 Tage. Danach wurde das Protein stufenweise gegen Wasser
dialysiert. Die erhaltene Proteinldsung wurde auf eine Konzentration von 0.7 mg/ml eingestellt.

Eine Prufung des Renaturierungserfolgs war nicht moéglich, da das Enzym durch die in vitro-
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Mutation inaktiviert worden war. Der immunologische Nachweis des Proteins mit der
erwarteten GroRe bestatigte jedoch die bakterielle Produktion des gewlinschten Antigens fur

die nachfolgende Antikdrpererzeugung.

2.8 Herstellung des Proteinase B-spezifischen Antikorpers

Fur die Gewinnung des Antikérpers wurden Kaninchen nach einem Standardprotokoll
immunisiert. Als Antigen wurde das rekombinant erzeugte in vitro-mutierte inaktive Proteinase
B-Polypeptid verwendet. Bei der ersten Immunisierung wurde 1 mg Antigen unter Zusatz von
Freud’'schem Adjuvanz gespritzt. Im Abstand von 4 Wochen folgten 2 weitere
Immunisierungen. Sowohl vor Beginn der Immunisierung als auch vor jeder weiteren
Immunisierung wurde den Tieren Blut entnommen. Zwei Wochen nach der letzten
Immunisierung erfolgte die Endblutung. Der Antikérper lieRR sich ohne weitere Reinigung fir
immunologische Analysen verwenden, da keine kreuzreaktiven Banden nachgewiesen werden

konnten.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Publikationen M1 bis M5

3.1.1 Keimung und Keimlingswachstum

Die Darstellung von Keimung und Keimlingswachstum in M3 (S. 1425) wird hier durch
Abbildungen Uber den phanotypischen Verlauf der Samenreifung (Abb. 5), der Keimung und
des Keimlingswachstums bis 3 dai (Abb. 6) sowie Uber die Frischmasseanderungen wahrend

der ersten 6 dai (Abb. 7) erganzt.

Blite 1 maf

2 maf 3 maf

Abb. 5 Phanotypische Erscheinung von Vicia sativa L. Samen zu unterschiedlichen Reifestadien. Die

Samenreifung ist etwa 3 Monate nach der Bllute abgeschlossen (maf = month after flowering).

Nach anfanglicher starker Zunahme der Frischmasse, bedingt durch rasche Wasseraufnahme
wahrend der ersten 12 hai (Phase 1) folgt bis zum Ende der Keimung, das nach 24 hai erreicht
ist, eine Phase mit geringerer Frischmassezunahme aufgrund der reduzierten Wasser-
aufnahme (Phase Il). Nach Ende der Keimung, d.h. mit Beginn des Keimlingswachstums, ist
eine Zunahme der Frischmasse infolge Wasseraufnahme, nahezu nicht mehr erkennbar
(Phase Ill). Diese Phaseneinteilung entspricht dem gewdhnlichen Verlauf der
Wasseraufnahme von Samen bei der Keimung (BEWLEY und BLACK 1994). Da weder bei
Embryoachsen noch bei Kotyledonen wahrend der Keimung Anderungen in der Trockenmasse
feststellbar waren (M3, S. 1425 und Fig. 1), beruhen die Anderungen der Frischmasse wahren

dieser Zeit praktisch ausschlieBlich auf der Wasseraufnahme. Dies andert sich nach
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Abschluss der Keimung, wenn die Massezunahme der Embryoachse vor allem durch die

Zunahme der Trockenmasse und die Abnahme in den Kotyledonen in erster Linie durch die

Verringerung der Trockenmasse infolge Reservestoffabbaus erfolgt.

0 hai 4 hai 8 hai 12 hai

24 hai 48 hai 72 hai

Abb. 6 Darstellung des Keimungsverlaufs und des frihen Keimlingswachstums (hai

imbibition).

Veranderung des Frischgewichts (g / 40 Samen)

—@— Ganze Samen
—— Kotyledonen

—@— Embryoachsen
@ - Testa

Ganze Samen / Kotyledonen

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
Stunden nach Beginn der Samenwasserung

132

144

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Embryoachsen / Testa

hours after

Abb. 7 Frischgewichtsentwicklung bei Vicia sativa L. wahrend der ersten 6 Tage nach Beginn der

Samenwasserung.
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3.1.2 Mengenbilanzen von loslichen Proteinen und Aminosduren wahrend der

Keimung und des frihen Keimlingswachstums

In Ubereinstimmung mit den Trockenmassednderungen zeigen die Proteinmengen in Achse
und Kotyledonen (M3, S. 1425 und Fig. 1) wahrend der Keimung keine wesentlichen
Anderungen. Erst nach dem Ende der Keimung wird eine rasche Proteinzunahme in der
Embryoachse bzw. eine zunehmend starkere Verminderung der Proteinmenge in den
Kotyledonen erkennbar. Allerdings zeigt die Fraktion der |6slichen Proteine in den Embryo-
achsen 3 dai eine Abnahme. Diese kann durch Verschiebungen im Verhaltnis zwischen

I6slichen und unldslichen Proteinen zugunsten der unldslichen Fraktion erklart werden.

Erst mit dem Ende der Keimung beginnen sich die Gesamtmengen der freien Aminover-
bindungen (M3, 1425 und Fig. 1 C) in Embryoachsen und Kotyledonen deutlich zu verandern.
Sie nehmen sowohl in der Achse als auch in den Kotyledonen mit dem Beginn des Keimlings-
wachstums zu. In den Achsen ist diese Veranderung gegeniber den Kotyledonen um einem
Tag verzdgert. In beiden Organen sind dabei die quantitativen Veranderungen bei den sauren
Aminosauren und ihren Amiden besonders auffallig (M3, S. 1429 und Fig. 6). Ihre Zunahme
lauft, in Ubereinstimmung mit den Verhéltnissen bei den gesamten freien Aminoverbindungen,
in den Kotyledonen derjenigen in den Achsen um wenigstens einen Tag voraus. Die Hauptrolle

bei den mengenmafRigen Veranderungen in den Embryoachsen spielt Asparagin.

3.1.3 Abbau spezifischer Proteine in Embryoachsen und Kotyledonen wahrend der

Keimung und der ersten Tage des Keimlingswachstums

Neben dem Verschwinden bestimmter Polypeptide aus der Fraktion der Albumine (M3, S.
1426 und Fig. 2) sind die Veranderungen in den Polypeptiden der Globulinfraktion besonders
auffallig. Sowohl immuncytologische als auch Zellfraktionierungsanalysen zeigten in
Ubereinstimmung mit der Literatur (SHEWRY und CASEY 1999), dass reife Globuline nur in den
PB vorkommen (M2, S. 94 und Fig. 8; M4, S. 721 und Fig. 3b). Daher gleichen sich die
entwicklungsabhangigen Veranderungen in den Globulinbanden bei elektrophoretischer- bzw.
Immunoblot Analyse unabhéngig davon, ob die gesamte Fraktion der neutralsalzloslichen
Proteine aus Embryoachsen bzw. Kotyledonen (M3, S. 1426/27 und Fig. 2, 4) oder die

entsprechenden Proteine aus isolierten PB analysiert wurden (M3, S. 1427 und Fig. 3).

Neben den Kotyledonen enthalt auch die Embryoachse Vicilin und Legumin, die in den PB
lokalisiert sind. Das Vicilin-zu-Legumin-Verhaltnis ist in der Embryoachse deutlich groRer als in
den Kotyledonen. Am Verlauf der Abschwachung und des Verschwindens von Vicilin- und

Leguminpolypeptiden ist erkennbar, dass die Reserveglobuline in der Achse wahrend der
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Keimung nahezu vollstdndig abgebaut werden, wahrend in diesem Zeitraum in den
Kotyledonen mit den verwendeten Methoden kein Abbau nachweisbar ist (M1, S. 684/85 und
Fig. 1; M3, S. 1427 und Fig. 3). Dort beginnen sich die Globulinbanden als Zeichen des
Abbaus erst 2 bis 3 dai merklich abzuschwéachen, wobei zeitgleich Zwischenprodukte des
Abbaus in den Bandenmustern der Polypeptide sichtbar werden. Der Abbau vollzieht sich in
den PB (M3, S. 1427 und Abb. 3), was auch durch Inkubation von PB-Lysaten unter
geeigneten Bedingungen erkennbar wird (M4, S. 721 und Fig. 4).

3.1.4 Elektrophoretische Analyse von Proteinasen wahrend der Keimung und des

Keimlingswachstums

Die Methode, Proteinasen in gelatinehaltigen Polyacrylamidgelen durch Gelatineabbau
sichtbar zu machen, erwies sich als sehr geeignet, um entwicklungsabhéngige Anderungen im
Proteinasenspektrum sichtbar zu machen (M1 bis M4). Diese Technik liel3 sich aufierdem gut
mit dem Einsatz von spezifischen Inhibitoren zur Identifizierung von Proteinaseklassen
kombinieren (M2 und M3). Die damit erzielten Ergebnisse sind in M3, S. 1427/28 und Fig. 4,

zusammengefasst.

Proteolytisch aktive Banden wurden in einem Molekularmassenbereich von grofRer als 60 kDa
und zwischen 30 und 60 kDa gefunden. Die ,hochmolekularen Banden waren bei basischem
pH-Wert deutlich starker ausgepragt als bei sauren Inkubationsbedingungen. Im Gegensatz zu
den Embryoachsen traten sie bei Kotyledonen nur schwach auf und fehlten in Extrakten
isolierter PB (M1, Fig. 5; M4, Fig. 5A). E-64, ein spezifischer Inhibitor fir papain-artige CPR
(M3, Fig. 4C und G), flhrte zu keiner auffalligen Hemmung dieser Banden.

Dagegen waren die Banden mit Molekularmassen zwischen 30 und 60 kDa bei saurem, nicht
aber bei basischem pH-Wert erkennbar (M3, Fig. 4A, B, D, E). Einige davon waren bereits in
reifenden und reifen Samen vorhanden und traten vor allem in Embryoachsen wahrend der
Keimung unvermindert auf. Die Intensitdt und Zahl dieser Banden erhohte sich in den
Embryoachsen zu Beginn des Keimlingswachstums. Vergleichbare Proteinasebanden waren
in Extrakten von Kotyledonen aus der Reifungs- und Keimungsphase nicht oder nur sehr
schwach ausgepragt. Neben den quantitativen Unterschieden lieRen sich auch Unterschiede
im Muster zwischen den beiden Samenorganen erkennen. Erst nach Beginn des
Keimlingswachstums, gegen Ende des 2. dai, nahmen die proteolytisch aktiven Banden der
Kotyledonenextrakte in diesem Molekularmassenbereich in Starke und Anzahl zu, d.h. spater
als in Embryoachsen. Differentielle Inhibitoranalysen erlaubten, die proteinase-aktiven Banden
dieses Molekularmassenbereiches den CPR zuzuordnen. Dabei gab es Hinweise darauf, dass

darunter sowohl papain- als auch legumain-artige CPR sein mussten.
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3.1.5 mRNA- und Immunoblot-Analyse von CPR wahrend der Keimung und der

ersten Tage der Keimlingsentwicklung

Aus den unter 3.1.4 dargestellten Resultaten wurde gefolgert, dass vor allem CPR fir den
Proteinabbau in den PB verantwortlich sind. Deshalb konzentrierten sich die weitere Analysen
der Proteinasen auf diese Enzymgruppe, flur die ein umfangreiches Instrumentarium an CPR-
spezifischen Sonden und Antikérpern zur Verfligung stand (s.a. Einleitung). Hierbei handelt es
sich um cDNA- und Immunoproben von vier papain-artigen (CPR1, CPR2, Proteinase A und
CPR4) sowie zwei legumain-artigen CPR (VsPB2 und Proteinase B), deren Sequenz-
verwandtschaft in M2, Fig. 9 dargestellt ist. Weiterfiihrende Beschreibungen sind in M2 sowie
in den Publikationen von BECKER et al. 1994 (CPR1 und CPR2), 1995 (Proteinase B) und
1997 (Proteinase A) zu finden.

MRNA- und Immunoblots lassen erkennen (M3, S. 1428/29 und Fig. 5), dass mRNA und
Protein der 3 vorwiegend untersuchten papain-artigen Endopeptidasen, CPR1, CPR2 und
CPR4, sowie die beiden legumain-artigen CPR, VsPB2 und Proteinase B, sowohl in
Embryoachsen als auch Kotyledonen vorkommen. Dabei gleichen sich die entwicklungs-
abhangigen Muster bei den meisten CPR in beiden Organen. Ausnahmen bilden CPR1-mRNA
und -Polypeptid, sowie das CPR2-Polypeptid (M3, Fig. 5). Im Allgemeinen lassen sich die

Polypeptide bei neu auftauchenden CPR etwa einen Tag spater nachweisen als ihre mRNA.

Embryoachsen: Darin lassen sich bei Keimungsbeginn zwei Gruppen von CPR

unterscheiden: a) Solche, deren mRNA und Polypeptide bereits in trockenen reifen Samen
vorkommen, wie CPR2, CPR4 und VsPB2. Ihre mRNA ist auch bereits in reifenden Samen
nachzuweisen. b) Solche, deren mRNA und Polypeptide erst wahrend (CPR1) oder nach dem
Ende (Proteinase B) der Keimung erscheinen. In Ubereinstimmung mit den entwicklungs-
abhangigen mRNA-Mustern (s. auch M1, Fig. 4 sowie M6, Fig. 1) ist das Proteinase B
Polypeptid erst 2 dai schwach erkennbar und verstarkt sich danach. Dagegen beginnt gleich-
zeitig der Polypeptidabbau von CPR1, CPR4 und VsPB2 2 dai, wobei geringfligige Unter-
schiede zwischen den CPR erkennbar sind. Auch das CPR2-Polypeptid nimmt 2 dai stark ab,
obwohl das CPR2-spezifische mRNA Signal deutlich zunimmt.

Kotyledonen: Wie in den Embryoachsen kommen in Kotyledonen von reifen trockenen
Samen CPR2, CPR4 sowie VsPB2 und ihre mRNA vor, wiahrend CPR1 und Proteinase B
fehlen. Erwartungsgemal lassen sich CPR2-, CPR4- und VsPB2-mRNA auch bereits in
Kotyledonen reifender Samen nachweisen. Auch im Verschwinden von CPR4 und VsPB2
nach dem Ende der Keimung, sowie im zeitlichen Muster des Auftauchens von CPR1 und
Proteinase B gleichen sich die Verhaltnisse in beiden Organen, wenn auch dieser Prozess in

den Kotyledonen gegeniber den Embryoachsen um mindestens einen Tag verzégert zu sein
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scheint. Bei CPR1 und CPR2 Polypeptiden treten in den entwicklungsabhangigen Mustern
zwischen Kotyledonen und Embryoachsen Unterschiede auf. Beide verschwinden in den
Embryoachsen 2 dai, wahrend sie in den Kotyledonen zunehmen. Im Gegensatz zu den
Achsen sind jedoch in den Kotyledonen die Muster von CPR2-mRNA und -Polypeptid

identisch.

3.1.6 Globulinabbau bei gehemmter cytoplasmatischer Proteinbiosynthese

Aus den unter 3.1.5 geschilderten Ergebnissen lie} sich ableiten, dass sowohl Embryoachsen
als auch Kotyledonen trockener reifer Samen Uber Polypeptide und entsprechende mRNA der
folgenden 3 CPR verfiigen: CPR2, CPR4, und VsPB2. Wenn damit bereits ein Proteinabbau in
den PB vor Beginn der Neusynthese von Proteinasen stattfinden kann, dann sollte dieser

Abbau trotz Hemmung der cytoplasmatischen Translation mdglich sein.

Daher wurden Vicia sativa-Samen vergleichend in An- und Abwesenheit des Translations-
inhibitors Cycloheximid gekeimt. Globulinabbau sowie Neusynthese von CPR1 und CPR2 in
Embryoachsen wurden eingehender analysiert (M4, S. 720 und Fig. 2). Wahrend das
Ausbleiben der Neubildung von CPR1 in Gegenwart von Cycloheximid die Hemmung der
Proteinbiosynthese belegte, war CPR2 unabhangig von der Prasenz des Inhibitors bei
Keimungsbeginn vorhanden und der Globulinabbau fand statt. Allerdings fand infolge der
Translationshemmung keine Neubildung von CPR2 statt. Die CPR2 Polypeptide wurden,

vergleichbar den Globulinen, im Verlauf der Keimung ebenfalls abgebaut.

3.1.7 Globulinabbau in Lysaten von Protein bodies aus trockenen Samen

Durch Zellfraktionierung wurden PB sowohl aus Embryoachsen als auch aus Kotyledonen
trockener reifer Samen gewonnen. Die Reinheit der Fraktion wurde anhand zweier Kriterien
Uberpruft: a) Der Beschrankung des Vorkommens von PB-Markern, wie a-Mannosidase und
Vicilin auf die PB-Fraktion, und b) des Fehlens von Verunreinigungen durch andere Zell-
fraktionen. Nach diesen Kriterien wurde eine hochreine PB-Fraktion gewonnen (M4, S. 721
und Fig. 3).

Der Beginn des Globulinabbaus durch Proteinasen, die bereits in trockenen Samen
gespeichert vorliegen, misste auch dann erfolgen, wenn Lysate von Protein bodies, die aus
trockenen Samen isoliert wurden, unter entsprechenden Bedingungen inkubiert werden. In M4
(S. 721 und Fig. 4A) ist gezeigt, dass dies tatsachlich geschieht, aber nur bei einem sauren

pH-Wert, wie er fir die Aktivitat solcher CPR erforderlich ist, die in trockenen Samen nach-
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gewiesen worden waren (z. B. CPR2, s. M2). Dieser Abbau lasst sich durch CPR-spezifische
Proteinaseinhibitoren unterbinden (M4, S. 721/23 und Fig. 4B). In PB-Lysaten aus Embryo-

achsen ist der Abbau rascher und deutlicher erkennbar als in solchen aus Kotyledonen.

3.1.8 Proteinasen in Protein bodies aus trockenen Samen

Das Vorkommen bestimmter Proteinasen in PB, die aus den verschiedenen Organen
(Embryoachse, Kotyledonen) trockener reifer Samen isoliert worden waren, wurde mit zwei
unterschiedlichen methodischen Ansatzen analysiert. a) Die Proteinaseaktivitat der Albumin-
und Globulinfraktionen aus den PB ungekeimter Achsen wurde Uber Elektrophorese in
gelatinehaltigen Gelen in Kombination mit der Anwendung von CPR-spezifischen Inhibitoren
nachgewiesen. Zugleich wurde eine Immunoblotanalyse der verschiedenen Fraktionen durch-
gefuhrt (M4, S. 721/23 und Fig. 5). b) Die Albuminfraktion der PB beider Organe wurde bei
saurem pH-Wert mit verschiedenen Oligopeptidsubstraten inkubiert. Nachfolgend wurden die
Spaltprodukte zweier spezieller Oligopeptide sequenziert (M4, S. 721/23 und Fig. 6 und 7).
Uber beide Anséatze konnten sowohl papain- als auch legumain-artige CPR in den PB unge-
keimter Samen nachgewiesen werden. Die Immunoblotanalyse ergab CPR2 und VsPB2 in der
Albumin- und CPR4 in der Globulinfraktion.

In Erganzung zu den publizierten Daten zeigten Immunoblotanalysen (Abb. 8), dass auch sehr

geringe Mengen von CPR1 bereits in PB trockener Embryoachsen enthalten sind.

kDa
Abb. 8 Immunologischer Nachweis von CPR1-Polypeptiden in 97

PB-Extrakten von Embryoachsen (hai =hours after
imbibition)
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3.2 Vorkommen von Protonenpumpen in Protein body-Membranen

Das saure pH-Optimum der analysierten CPR erfordert die Aufrechterhaltung dieses Milieus in
den PB, woflrr V-ATPasen und V-Pyrophosphatasen verantwortlich gemacht werden (FORGAC
1999, BETHKE et al. 1998, LUTTGE und RATAJCZAK 1997). Wie Abb. 9 zeigt, lieR sich die V-
ATPase mittels heterologer Immunoproben auch in den isolierten PB trockener und gekeimter
Embryoachsen nachweisen. Daher kann angenommen werden, dass diese auch zu Beginn

der Keimung ein, die Proteinasen beglinstigendes Milieu aufrechterhalten kénnen.

Abb.9 Immunologischer Nachweis der V-ATPase in PB- kDa
Extrakten ungekeimter Embryoachsen und 97
Kotyledonen (SU = Untereinheit, EMB =
Embryoachsen, Kot = Kotyledonen) 66 28 g‘
46 sucC
30 o SUD
21 =
SU ¢

EMB  KOT
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3.3

M1

M2

M3

M4

M5

M6

Arbeitsanteil an den verschiedenen Manuskripten

Protein degradation and nitrogen supply during germination and seedling growth of vetch (Vicia
sativa L.). J. Plant Physiol. 152: 683 — 691 (1998)

- Anzucht des Pflanzenmaterials

- Extraktion und Konzentrationsbestimmung der Proteine

- Isolation von PB

- Gelatine SDS-PAGE zum Nachweis proteolytischer Aktivitat
- Western Blot Analysen

The families of papain- and legumain-like cysteine proteinases from embryonic axes and
cotyledons of Vicia seeds: developmental patterns, intracellular localization and functions in
globulin proteolysis. Plant Mol. Biol. 43: 83 -101 (2000)

- Anzucht des Pflanzenmaterials
- Northern Blot Analyse

Comparison of globulin mobilization and cysteine proteinases in embryonic axes and cotyledons
during germination and seedling growth of vetch (Vicia sativa L.). J. Exp. Bot. 51: 1423 - 1433
(2000)

- Planung und Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten, mit Ausnahme des Nachweises
der unterschiedlichen Aminosduren aus den Gesamtaminosaureextrakten (Dr. C.
Horstmann).

- Im Hinblick auf den immunologischen Nachweis der Proteinase B wurde ein durch
Aminosaureaustausch mutierter Anti Proteinase B Antikérper erzeugt.

Stored cysteine proteinases start globulin mobilization in protein bodies of embryonic axes and
cotyledons during vetch (Vicia sativa L.) seed germination. Planta 212: 718 — 727 (2001)

- Planung und Durchfiihrung der experimentellen Arbeiten.

- Die elektronenmikroskopischen Aufarbeitung isolierter PB geschah durch Frau Panitz.

- Die Massenbestimmung und Sequenzierung unterschiedlicher Peptidfragmente nach einem
proteolytischen Verdau wurde von Frau Standhardt durchgefihrt.

Differential tissue-specific expression of cysteine proteinases forms the basis for the fine-tuned
mobilization of storage globulin during and after germination in legume seeds. Planta 212: 728
— 738 (2001)

- Amplifikation, Isolation und Reinigung der zur Umschreibung in Proteinase spezifische
antisense cRNA notwendigen cDNA Fragmente fir die in situ Hybridisierung.

Stored proteinases and the initiation of storage protein mobilization in seeds during germination
and seedling growth. J. Exp. Bot. 52: 1741 — 1752 (2001)

- Sammelreferat in welches alle Ergebnisse eingeflossen sind.
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4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

DIE DER DISSERTATION ZUGRUNDELIEGENDEN VEROFFENTLICHTEN
ORIGINALARBEITEN ")

Protein degradation and nitrogen supply during germination and seedling growth

of vetch (Vicia sativa L.).

MUNTZ K., BECKER C., PANCKE J., SCHLERETH A., FISCHER J., HORSTMANN C., KIRKIN V.,
NEUBOHN B., SENYUK V., SHUTOV A.

Journal of Plant Physiology 152: 683 — 691 (1998)

The families of papain- and legumain-like cysteine proteinases from embryonic
axes and cotyledons of Vicia seeds: developmental patterns, intracellular

localization and functions in globulin proteolysis.

FISCHER J., BECKER C., HILLMER S., HORSTMANN C., NEUBOHN B., SCHLERETH A.,
SENYUK V., SHUTOV A., MUNTZ K.

Plant Molecular Biology 43: 83 -101 (2000)

Comparison of globulin mobilization and cysteine proteinases in embryonic axes
and cotyledons during germination and seedling growth of vetch (Vicia sativa
L.).

SCHLERETH A., BECKER C., HORSTMAN C., TIEDEMANN J., MUNTZ K.

Journal of Experimental Botany 51: 1423 - 1433 (2000)

Stored cysteine proteinases start globulin mobilization in protein bodies of
embryonic axes and cotyledons during vetch (Vicia sativa L.) seed germination.
SCHLERETH A., STANDTHARDT D., MOCK H.P., MUNTZ K.

Planta 212: 718 — 727 (2001)

Differential tissue-specific expression of cysteine proteinases forms the basis for
the fine-tuned mobilization of storage globulin during and after germination in

legume seeds.

TIEDEMANN J., SCHLERETH A., MUNTZ K.

Planta 212: 228 — 238 (2001)
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4.6 Stored proteinases and the initiation of storage protein mobilization in seeds

during germination and seedling growth.

MUNTZ K., BELOZERSKY M.A., DUNAEVSKY Y.E., SCHLERETH A., TIEDEMANN J.

Journal of Experimental Botany 52: 1741 — 1752 (2001)

" Aus urheberrechtlichen Griinden sind die der Dissertation zugrundeliegenden Manuskripte in
der verdffentlichten Dissertationsschrift nicht enthalten.
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5 DISKUSSION

Die eingebundenen Originalpublikationen M2 bis M5 verfugen jeweils Uber eingehende
Diskussionen der darin dargestellten und der im Ergebnisteil zusammengefassten Resultate.
Daruber hinaus sind diese Ergebnisse auf unterschiedlichen Entwicklungsstadien der
experimentellen Arbeiten in den Ubersichtspublikationen M1 und M6 ausfiihrlich diskutiert
worden. Ebenso sind die meisten Bezlige =zu anderen Publikationen und die
Verallgemeinerungen von den Ergebnissen am speziellen Objekt auf andere Pflanzen in den
Diskussionen dieser Publikationen vorhanden. Deshalb sollen nachfolgend nur die wichtigsten
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unter Berlicksichtigung der Resultate aus der Dissertation
von TIEDEMANN (Halle, 2000) zusammenfassend diskutiert werden. Diese liefert auf der
Grundlage von immunhisto- und cytochemischen sowie in situ-Hybridisierungsstudien das
komplementare Bild Uber den raum-zeitlichen Verlauf von Globulinmobilisierung und CPR in
den verschiedenen Geweben von Embryoachsen und Kotyledonen von V. sativa-Samen

wahrend der Keimung und des nachfolgenden Keimlingswachstums.

5.1 Cysteinendopeptidasen und ihre Funktionen beim Start und weiteren

Verlauf der Proteinmobilisierung in Embryoachsen und Kotyledonen

Alle Ergebnisse aus der Analyse von Proteinextrakten ganzer Organe oder isolierter PB von
Embryoachsen und Kotyledonen weisen darauf hin, dass CPR die Hauptfunktion bei der
Globulinmobilisierung in Samen Vicia sativa L. haben. Dies stimmt mit vorangegangenen
Untersuchungen am selben Objekt (SHUTOV und VAINTRAUB 1987), sowie anderen Objekten
unter Mono- und Dikotyledonen tberein (Ubersichten: WILSON 1986, SHUTOV und VAINTRAUB
1987, MUNTzZ 1996), bei denen vor allem CPR fir den Abbau der Hauptmasse der
Speicherproteine in den Kotyledonen wahrend des Keimlingswachstums verantwortlich
gemacht worden sind. In einigen Pflanzen konnte eine Beteiligung von Vertretern anderer
Proteinaseklassen nachgewiesen werden: z. B. Metalloproteinasen bei Buchweizen und Soja
(BELOZERSKY et al. 1990, ELPIDINA et al. 1990, 1991, QI et al. 1992), Serinproteinasen bei Soja
und Mungbohne (WILSON et al. 1996, OKAMOTO und MINAMIKAWA 1998) und Aspartat-
Proteinase bei Gerste (TORMAKANGAS et al. 1994, MARTTILA et al. 1995). AulRerdem wird
immer deutlicher, dass mehrere Vertreter einer Proteinaseklasse oder aus unterschiedlichen
Proteinaseklassen mit entwicklungsabhangig wechselnden Funktionen zur Protein-
mobilisierung beitragen. Bislang wurden jedoch meist nur einzelne Proteinasen in ihrer
Beziehung zum Reserveproteinabbau analysiert. Deshalb konnte ihre Funktion im Verbund der

beteiligten Proteinasen nicht richtig beurteilt werden (s.a. Einleitung).
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Wie in der Einleitung dargestellt, wurden die Verhaltnisse in der Embryoachse bisher nur
unzureichend bis gar nicht untersucht. Ferner gab es fir den Zeitabschnitt der Keimung keine
eindeutigen Resultate hinsichtlich der Funktion und des funktionalen Zusammenhangs von
Proteinasen beim Abbau der Speicherproteine flr die Kotyledonen. Experimente Uber die
Rolle von Endopeptidasen, die in den PB trockener Samen immer wieder nachgewiesen

werden konnten, fuhrten zu widerspruchlichen Ergebnissen.

Alle methodischen Ansatze, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, schlieen nicht
restlos aus, dass noch weitere Vertreter der Klasse der CPR oder auch anderer Klassen von
Endopeptidasen bei der Mobilisierung von Reserveproteinen in Samen von V. sativa L. einen
Betrag leisten. Hierbei ist auch zu erwahnen, dass Uber die Elektrophorese in gelatinehaltigen
Polyacrylamidgelen nur solche Endopeptidasen nachzuweisen sind, die Gelatine abbauen
kénnen. Wahrend E64 papain-artige CPR spezifisch hemmt, ist dieser Inhibitor gegeniiber
legumain-artigen CPR weitgehend inaktiv. Der fir legumain-artige CPR eingesetzte Inhibitor,
Jodessigsaure, hingegen kann auch SH-Gruppen von Vertretern anderer Proteinaseklassen
beeintrachtigen, weshalb indirekte Effekte auf deren Aktivitdt nicht vollig ausgeschlossen
werden konnen. Es kann ebenfalls angenommen werden, dass trotz der vergleichsweise
grolken Anzahl von Sonden fir verschiedene CPR, weitere CPR vorhanden sind, die nicht
erfasst wurden. Trotz dieser Einschrankungen in der Aussagefahigkeit der verschiedenen
Methoden belegen die erzielten Ergebnisse folgende wichtige Funktionen von CPR bei der
Mobilisierung von Proteinreserven in PB wahrend der Keimung und des nachfolgenden

Keimlingswachstums von Vicia sativa L..

a) Die PB von Embryoachsen und Kotyledonen trockener reifer Samen enthalten VsPB2 als
legumain-artige und CPR2 sowie CPR4 als papain-artige CPR, sowie geringe Mengen
von CPR1.

b) Der Abbau von Reserveglobulinen in den PB trockener Embryoachsen und Kotyledonen
kann mit gespeicherten Endopeptidasen und ohne Neusynthese von Proteinasen
beginnen. Dies ist mit verschiedenen Methoden gezeigt worden, wie z.B. Uber die
Hemmung der cytoplasmatischen Translation wahrend der Keimung und ersten Tage der
Keimlingsentwicklung. Diese Methode lasst den in M4 diskutierten Einwand zu, dass
Nebeneffekte der Translationshemmung die Kompartimentierung beeintrachtigen kénnten.
Deshalb ist als Sekundareffekt ein Zutritt von Proteinasen aus dem Cytoplasma in die PB
nicht vollig auszuschlieRen. Jedoch kann angenommen werden, dass dieser Effekt vor
allem zu Beginn der Keimung aufgrund der Intaktheit des Samengewebes keinen Einfluss
auf die Mobilisierung hat. Zudem beweisen die Versuche mit PB-Lysaten und der
Nachweis aktiver papain- und legumain-artigen CPR in PB trockener Samen den Beginn

des Globulinabbaus mit gespeicherten Proteinasen.
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c)

d)

)

Da sich dieser Abbau mit CPR-spezifischen Inhibitoren unterbinden lasst, missen CPR

fur diesen Beginn des Reserveproteinabbaus in PB verantwortlich sein.

Demzufolge sind CPR1, CPR2, VsPB2 und vermutlich CPR4 als die CPR anzusehen, die
als gespeicherte Endopeptidasen den Reserveproteinabbau in PB einleiten, auch wenn

die Beteiligung anderer Proteinasen nicht véllig ausgeschlossen werden kann.

Das Mengenverhaltnis von gespeicherten CPR zu anderen Proteinen, vor allem den
Globulinen, ist in den PB-Extrakten der Embryoachsen eindeutig gréfer als in
Kotyledonen. Dies lasst sich aus der grofleren Bandenstarke von gleichen CPR auf
Immunoblots von Achsenextrakten im Vergleich zu Kotyledonenextrakten schlielRen, wenn
gleiche Proteinmengen zur Elektrophorese eingesetzt wurden. Damit erklart sich, warum
in Kotyledonen wahrend der Keimung kaum ein Abbau von Globulinbanden auf den
Elektrophoresegelen erkennbar ist, ehe nicht nach Ende der Keimung neugebildete
Proteinasen hinzukommen. Dagegen verschwinden die Globulinbanden von Embryo-
achsenextrakten schon weitgehend wahrend der Keimung. Dazu missen wahrend der
ersten 12 hai der Keimung vor allem gespeicherte CPR beitragen, deren Aktivitat in den
anschlielenden 12 hai durch neugebildete CPR verstarkt und erganzt wird. Die
Bedeutung gespeicherter CPR muss somit fiir die anfangliche Mobilisierung der Speicher-
globuline in den Embryoachsen weitaus gréfer sein als in den Kotyledonen, um eine

ausreichende Versorgung der Embryoachse zu Beginn der Keimung sicherzustellen.

Die Rolle der CPR1 und CPR2 fur die anfangliche Globulinmobilisierung wird durch die
immunhistochemischen und in situ-Hybridisierungsanalysen in der Dissertation von
TIEDEMANN (2000, und M5) unterstrichen. Diese CPR treten zuerst und in
Ubereinstimmung mit dem Histomuster ihrer mRNA in den Embryoachsen wahrend der

Keimung auf und erst spater, nach Ende der Keimung in den Kotyledonen.

Ein Vergleich von Resultaten aus den immunhisto- und biochemischen Analysen fuhrt
zugleich zur Klarung von Diskrepanzen die in den Ergebnissen beider Untersuchungen
bei oberflachlicher Betrachtung vorzuliegen scheinen. Wahrend die biochemische
Untersuchung trockener Samen keine Schwierigkeit bot, erlaubten sie aus technischen
Grunden keine immunhistochemische Analyse (TIEDEMANN 2000). Diese war erst wahrend
der Keimung 3 hai mdglich. Zu diesem Zeitpunkt gibt es lokal in der Wurzelspitze ein
kraftiges Signal fur CPR1, wahrend in anderen Achsengeweben noch keine CPR1
nachweisbar ist. Dagegen ist das CPR2-Signal schwach aber nahezu im gesamten
Achsengeweben ausgepragt. Die biochemische Analyse von Achsenextrakten gibt ein
Durchschnittsbild Gber alle Gewebe, weshalb anfangs wahrend der Keimung CPR1 nicht
oder nur sehr schwach durch Immunoblot nachweisbar ist, dagegen CPR2 schon ein

deutliches Signal gibt. VsPB2 konnte in Achsen- und Kotyledonengeweben wahrend der



DISKUSSION 44

Keimung immunhistochemisch nicht gefunden werden, obwohl sie biochemisch in den
Extrakten nachzuweisen ist. VsPB2 muss als Prolegumin-prozessierende legumain-artige
CPR seit der Samenreifung in den meisten PB enthalten sein. lhre Konzentration durfte
jedoch unter der immunhistochemischen Nachweisgrenze liegen, hingegen fur einen

immunologischen Nachweis in Extrakten ausreichend sein.

h) Sowohl biochemische als auch immunhistochemische Analysen machten deutlich, dass
die Proteinasepolypeptide stets etwa 24 h spater als die zugehdrigen mRNA nachweisbar
sind. Dies kann als Hinweis angesehen werden, dass zeitlicher Verlauf und raumliches
Muster der Proteinasen Uber die Verfligbarkeit entsprechender mRNA fiir die Translation
kontrolliert werden. Da jedoch sowohl mRNA als auch Polypeptide einem turnover
unterliegen, kann ein Beitrag des jeweiligen Abbaus zur Kontrolle der Proteinase-
verfugbarkeit nicht ausgeschlossen werden. Die Tatsache, dass bei gehemmter
cytoplasmatischer Translation CPR2 verschwindet, macht nicht nur den Beitrag der Neu-
synthese von Proteinasen flr das Andauern und die Verstarkung der Proteinmobilisierung

deutlich, sondern zeigt auch, dass die Proteinasen einem Abbau unterliegen.

i) Das Vorhandensein von gespeicherter CPR2-, CPR4- und VsPB2-mRNA neben den
entsprechenden Enzympolypeptiden in trockenen reifen Samen und zumindest wahrend
der frihen Keimung durfte nach hinreichender Quellung der Gewebe die Translation und

Neubildung dieser Enzyme zu Folge haben.

5.2 Beziehungen zwischen CPR und Globulinmobilisierung

Gemessen an den drei Kriterien, die in der Einleitung fir die Beteiligung einer Proteinase an
der Proteinmobilisierung genannt wurden (s. S. 15), missen CPR1, CPR2, VsPB2 und
vermutlich CPR4 in Embryoachsen und Kotyledonen am Globulinabbau beteiligt sein. Das
I&sst sich nicht gleichermalRen fir Proteinase A und B in diesen beiden Organen erkennen.
Proteinase B erscheint in der Achse erst, wenn der Globulinabbau nahezu beendet ist. In den
Kotyledonen tritt sie ebenfalls nach 2 dai auf. Zu diesem Zeitpunkt beginnt dort erst eine
massive Mobilisierung der Globuline, wozu sie beitragen durfte. Proteinase A und ihre mMRNA
konnten in Embryoachsen nie nachgewiesen werden. In den Kotyledonen tritt ihre mRNA etwa
parallel zur mRNA von Proteinase B nach 2 dai auf (BECKER et al. 1995, 1997). Wahrend das
reife Polypeptid von Proteinase B nur mit kurzer zeitlicher Verzégerung zur mRNA erscheint,
dauert dies bei Proteinase A etwa 3 Tage. Zu diesem Zeitpunkt ist die massenhafte Globulin-
mobilisierung in den Kotyledonen bereits stark fortgeschritten (BECKER et al. 1997). Daher hat
Proteinase A keine Funktion zu Beginn des Globulinabbaus in den Kotyledonen wie

ursprunglich angenommen (SHUTOV und VAINTRAUB 1987). Ferner gelang der erforderliche
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Nachweis fur das Vorkommen von Proteinase A in PB bisher nicht (BECKER et al. 1997),

weshalb ihre Rolle bei der Globulinmobilisierung ungeklart bleibt.

Die immunhistochemischen Analysen von TIEDEMANN et al. (2000, und M5) lieRen erkennen,
dass die CPR-Signale in den Embryoachsen wahrend der Keimung zuerst immer dort auf-
treten, wo der Abbau von Globulinen lokal begrenzt beginnt. In diesen Gewebeabschnitten ist
vor allem Vicilin als Speicherglobulin vorherrschend. Zudem beginnt das Wachstum
vorwiegend in diesen Gewebebereichen. Dies trifft vor allem auf die Wurzelspitze, die Prokam-
biumstrange und die Epidermiszellen zu. Das Vicilin-zu-Legumin-Verhaltnis ist in der Embryo-
achse, wo die Proteinmobilisierung beginnt, auch deutlich groRer als in den Kotyledonen, in
denen eine Mobilisierung der Speicherproteine erst nach der Keimung sichtbar wird. Aber
auch in den Kotyledonen lasst sich Vicilin vorwiegend dort nachweisen, wo der Proteinabbau
anfangt, in der Epidermis und den Prokambiumstrangen. Die in der vorliegenden Dissertation
beschriebenen Ergebnisse biochemischer Analysen stimmen mit der Schlussfolgerung aus
den immunhistochemischen Untersuchungen uberein, wonach Vicilin eine Aminosaurereserve
ist, die stets dort gespeichert vorkommt, wo der Proteinabbau zusammen mit Wachstum
(Wurzelspitze, Epidermis) und Differenzierung (Leitbundel) wahrend der Keimung und am

Anfang des Keimlingswachstums beginnt.

Wahrend die biochemischen Untersuchungen zwar den Nachweis daflir erbrachten, dass
gespeicherte CPR in den PB die Mobilisierung der Globuline einleiten, noch ehe eine
Neusynthese von Proteinasen begonnen hat, haben die immunhistochemischen Analysen
(TIEDEMANN 2000; TIEDEMANN et al. 2001, M5) den Zusammenhang zwischen den raum-
zeitlichen Mustern des Auftretens von CPR und dem Globulinabbau deutlich gemacht. In
Embryoachsen und Kotyledonen fallen Histomuster von CPR1 und CPR2, die sich in
spezifischer Weise entwicklungsabhangig durch die Gewebe fortpflanzen, mit den Mustern des
Globulinabbaus zusammen. In den Kotyledonen trifft das zusatzlich auch auf Proteinase B zu.
Diese Koinzidenz kann als Beweis dafir angesehen werden, dass wenigstens die drei
genannten CPR fiur den Globulinabbau verantwortlich sind. In der vorliegenden Dissertation
wird zudem gezeigt, dass Zahl und Art der beteiligten CPR sich in Embryoachsen und
Kotyledonen vor allem nach dem Ende der Keimung &ndern. Die sich verstarkende Globulin-
mobilisierung in den Kotyledonen wahrend des Keimlingswachstums ist offensichtlich vor
allem auf eine Zunahme der Polypeptidkonzentration von CPR1, CPR2 und Proteinase B

zurlckzufuhren, welche durch die Aktivitat der Proteinase A erganzt wird.

Besonders auffallig ist, dass sowohl in den Embryoachsen als auch in den Kotyledonen stets
gleichzeitig papain- und legumain-artige CPR zu finden sind, was mit der von SHUTOV und
VAINTRAUB (1987) vorgeschlagenen Hypothese Uber das Zusammenwirken von Vertretern

dieser beiden CPR-Familien beim Globulinabbau in Einklang steht (s.a. Einleitung Abschnitt
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1.4.2). Demnach bewirkt zuerst eine papain-artige CPR durch ortsspezifische limitierte
Proteolyse eine Konformationsmodifikation an den Globulinholoproteinen. Dadurch kann
nachfolgend die legumain-artige CPR am endo-proteolytischen Abbau der Globuline
mitwirken. Urspringlich war diese Funktion der ,triggernden“ papain-artigen CPR der
Proteinase A zugewiesen worden, wahrend Proteinase B als legumain-artige CPR mitwirken
sollte. Das zeitliche Muster im Vorkommen von Proteinase A schlief3t jedoch aus, dass sie den
Globulinabbau einleitet. Dafur kommen in Embryoachsen und Kotyledonen die inzwischen
nachgewiesenen papain-artigen CPR1, CPR2 sowie eventuell CPR4 in Betracht. Daneben ist
wahrend der Keimung die legumain-artige VsPB2 in beiden Organen vorhanden, welche nach
Ende der Keimung durch Proteinase B ersetzt wird. Fur Viciline konnte gezeigt werden
(SENYUK et al. 1998, FISCHER et al. 2000; M2), dass sie in vitro auch direkt von Legumainen
abgebaut werden konnen. Allerdings bleibt offen, ob das daflir erforderliche relativ hohe
Enzym-zu-Substrat-Verhaltnis in vivo Gberhaupt vorliegt. Wenigstens fiir die Keimungszeit mit
einem relativ geringen Enzym-zu-Substrat-Verhaltnis in den Geweben von Embryoachse und
Kotyledonen scheint dies eher unwahrscheinlich zu sein. Zumindest fiir die Legumine ist klar,
dass reife hexamere Holoproteine mit intakter Struktur in vitro nicht von Legumainen
proteolytisch angegriffen werden kdonnen (JUNG et al. 1998). Daher muss ihre Konformation
wahrend der Keimung zunachst derart verandert werden, dass Legumaine Zugriff bekommen.
Legumin, das nach dem Ende der Keimung aus Kotyledonen isoliert wurde, wird z.B. in vitro
von Proteinase B abgebaut (SHUTOV et al. 1982). Daruber hinaus kann angenommen werden,
dass Legumaine auch wahrend der Keimung und des Keimlingswachstums als Asn-
spezifische vakuolare Prozessierungsenzyme wirken. Jedenfalls gibt es Anhaltspunkte dafur,
dass eine legumain-artige CPR in Keimlingen von Mungbohnen (Vigna mungo L.) an der
Aktivierung der papain-artigen SH-EP durch eine stufenweise Propolypeptidprozessierung
beteiligt ist (OKAMOTO und MINAMIKAWA 1999). Da SH-EP aus V. mungo L. zur Proteinase A
aus V. sativa L. homolog ist, liegt zumindest in diesem Falle ein indirekter Bezug von

legumain-artiger CPR zur Reserveproteinmobilisierung vor.

5.3 Funktioneller Bezug von CPR und Globulinmobilisierung zur

Aminosaureversorgung von keimenden Samen und Keimlingen

Die weitgehende Konstanz von Trockenmasse, Protein- und Aminosduremengen pro Organ
wahrend der Keimung setzt voraus, dass entweder kein Im- und Export von Stoffen erfolgt,
oder dass sich beide Prozesse in der Bilanz sowohl in Embryoachsen als auch in Kotyledonen
ausgleichen. Trockenmasse- und Proteinzunahmen in den Embryoachsen und gleichzeitige

Abnahmen in den Kotyledonen kennzeichnen die Periode nach dem Ende der Keimung, wenn
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bekanntermalen der Stofftransfer aus den Kotyledonen in die Achsen erfolgt. Gegen den
Transfer groRerer Stoffmengen aus den Kotyledonen in die Embryoachsen wahrend der
Keimung spricht das Fehlen funktionsfahiger Leitbindel. Wie von TIEDEMANN (2000,
TIEDEMANN et al. 2000) gezeigt, differenzieren sich die Prokambiumstrange zu funktions-
fahigen Leitbundeln in beiden Organen am Ende der Keimung und vor allem mit dem Beginn
des nachfolgenden Keimlingswachstums. Damit fehlt wahrend der Keimung die Voraus-
setzung fir den massenhaften Stofftransfer aus den Kotyledonen in die Embryoachse. Ein
Stoffaustausch durch Diffusion kann allerdings nicht ausgeschlossen werden. Der fehlende
Stofftransfer zwischen Achse und Kotyledonen wahrend der Keimung hingegen setzt voraus,
dass die bereits laufenden Synthesen, z.B. die Proteinbiosynthese, mit Substraten aus

endogenen Reserven der jeweiligen Organe versorgt werden.

Im Falle der Proteinbiosynthesen kann eine Versorgung aus gespeicherten freien proteino-
genen Aminosauren oder aus dem Abbau von Proteinreserven angenommen werden. Wenn in
den Embryoachsen keimender Wicken die Reserveglobuline bereits wahrend der Keimung
weitgehend abgebaut werden, ohne dass ein erkennbarer Anstieg der Menge an freien Amino-
verbindungen oder eine Abnahme der Trockenmasse zu verzeichnen sind, missen die durch
Abbau freigesetzten Aminosauren direkt in Proteinbiosynthesen verbraucht werden. In der
Bilanz findet damit eine Umsetzung der Aminosduren aus Reserveglobulinen in andere
Proteine statt. Eine Verwendung gespeicherter freier Aminosauren fiir die beginnende Protein-
biosynthese wahrend der friihen Phase der Keimung kann nicht ausgeschlossen werden.
Jedoch betragt die Menge freier Aminoverbindungen in reifen trockenen Samen von V. sativa
L. nur etwa 1 % der Menge an proteingebundenen Aminosauren. In den trockenen
Kotyledonen sind um ein Vielfaches groRere Mengen an Globulinen gespeichert als in den
Embryoachsen. Obwohl auch in den Kotyledonen ein Globulinabbau wahrend der Keimung
erfolgt, ist dieser anteilig offensichtlich so gering, dass er mit den verwendeten elektro-
phoretischen Methoden nicht erfassbar war. Erst nach massiver Verstarkung des Abbaus
wahrend des Keimlingswachstums lasst er sich am verandernden elektrophoretischen

Bandenmuster erkennen.

Mit einer Selbstversorgung der Embryoachse durch Aminosauren aus dem Abbau endogener
Globulinreserven stimmen die von TIEDEMANN et al. (2000) analysierten histologischen
Verhaltnisse gut Uberein. Lokales Auftreten von CPR und Globulinabbau an denselben Stellen
sichern die Aminosaureversorgung wahrend der Keimung an Orten beginnenden Wachstums
und anfangender Differenzierung. Deshalb sollte zu dieser Zeit kein Ferntransport von Amino-
sauren erforderlich sein, zumal das Fehlen ausdifferenzierter Leitbundel diesen erst nach der
Keimung ermoglichen. Die sich differenzierenden Prokambiumstrange gehdéren zu den
Gewebsabschnitten, an denen zuerst ein lokal begrenzter Proteinabbau sichtbar wird. Erst mit

Beginn des massiven Speicherglobulinabbaus in den Kotyledonen wahrend des Keimlings-
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wachstums wird ein Aminosauretransport aus den Kotyledonen zugunsten der Embryoachse
moglich und erkennbar. Dieser Zusammenhang spiegelt sich offenbar in den freien Amino-
verbindungen wieder. Nach dem Ende der Keimung nimmt ihre Menge zunachst in den
Kotyledonen stark zu, was als Ergebnis des einsetzenden massiven Globulinabbaus gedeutet
wird. Einen Tag spater erhdht sich die Menge der freien Aminoverbindungen auch in den
Embryoachsen deutlich, worin sich der einsetzende Transfer freier Aminosduren aus den
Kotyledonen in die Achsen wiederspiegelt. Dabei erhdht sich in den Achsen vor allem die
Menge des Asparagins auffallend. Fur Asparagin ist bekannt, dass es eine Hauptkomponente
im Komplex stickstoffhaltiger Verbindungen fur den Ferntransport in Kérnerleguminosen der
Familie der Fabaceae ist, zu der auch V. sativa L. gehort. Dies kann zugleich als Bestatigung
fur die Annahme des einsetzenden Aminosaure-Ferntransportes aus den Keimblattern in die

Embryoachsen gewertet werden.

Zusammenfassend ergibt sich damit folgendes Bild:

* Proteinbiochemische Untersuchungen konnten zeigen, dass neben den Kotyledonen auch
die Embryoachsen Uber eigene in PB gespeicherte Proteinreserven verfugen. Wahrend
die Kotyledonen nahezu ausgeglichene Mengen beider Speicherproteine aufweisen, ist

dieses in der Embryoachse zugunsten von Vicilin verschoben.

» Sowohl in Embryoachsen als auch in Kotyledonen beginnt nach Erreichen eines
hinreichenden Quellungszustandes bereits sehr frih wahrend der Keimung ein Abbau von
Reserveglobulinen. Er wird von CPR (z.B. CPR1, CPR2, CPR4 und VsPB2) katalysiert,
die zuvor wahrend der Samenreifung synthetisiert wurden. Sie sind in den PB reifer
trockener Samen gespeichert und werden bei Keimungsbeginn aktiv. Die mRNA dieser
Proteinasen haben die Samenreifung Uberdauert und wurden ebenfalls in den Samen
gespeichert. Sie dirften die Grundlage fir eine schnelle Synthese neuer Polypeptide
dieser CPR bilden.

« Wahrend der Keimung gibt es zwischen Embryoachse und Kotyledonen noch keine
ausdifferenzierten, funktionsfahigen Leitbindelverbindungen. Die Prokambiumstrange
gehoren zu jenen Geweben, in denen ebenso wie in Radikula und Epidermis zuerst lokal
begrenzt immunhistochemisch CPR und Proteinabbau nachzuweisen sind. Die Protein-
biosynthesen fliir Wachstums- und Differenzierungsprozesse der Achse werden ortlich
Uber die Aminosauren aus dem Abbau endogener Proteinreserven gespeist, ohne dass

bereits ein Ferntransport von Aminosaure existiert. In gleicher Weise werden wahrend der
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Keimungsphase die Proteinbiosynthesen in den Kotyledonen aus dem Abbau endogener

Proteinreserven gespeist.

In den Samen von den Vicia sativa L. wird vor allem dort wahrend der Reifung bevorzugt
Vicilin gespeichert, wo wahrend der Keimung Wachstum und Differenzierung in

Koinzidenz mit dem Proteinabbau beginnen.

Die Hauptmasse der Proteinreserven der Samen ist in den Kotyledonen gespeichert. In
diesen Organen beginnt der massive Abbau der Speicherglobuline erst nach dem Ende
der Keimung, und der Differenzierung funktionaler Leitblindelverbindungen zwischen
Kotyledonen und Embryoachsen. Zu diesem Zeitpunkt ist der Abbau endogener Globulin-
reserven der Embryoachse bereits weitgehend beendet, und die Versorgung der

wachsenden Achse mit Aminosaurebausteinen wird von den Kotyledonen Gbernommen.

Wahrend des Globulinabbaus in der Achse wird vor allem die Menge jener CPR vermehrt,
die bereits in reifen Samen gespeichert vorlagen. Das CPR-Spektrum wird aber auch
durch die Bildung weiterer Mitglieder der Familie der papain-artigen CPR erweitert, z.B.
CPR1. Mit Beendigung der Mobilisierung endogener Globuline in der Embryoachse nach
dem Ende der Keimung werden dort ebenfalls die fur die Mobilisierung verantwortlichen
CPR abgebaut. Parallel dazu verschwinden auch einige der gespeicherten CPR in den
Kotyledonen. Zugleich findet dort eine verstarkte Neusynthese anderer CPR (CPR1,
CPR2) statt, die durch weitere legumain- (Proteinase B) und papain-artige CPR
(Proteinase A) erganzt werden. Dies geschieht zeitgleich mit der einsetzenden Deckung
des wachsenden Aminosdurebedarfes der sich entwickelnden Embryoachse aus dem
Globulinabbau in den Keimblattern. Die Umstellung von anfénglicher Proteinmobilisierung
mittels gespeicherter CPR wahrend der Keimung in den Kotyledonen auf den massiven
Reserveproteinabbau mittels steigender Mengen neu gebildeter CPR nach der Keimung
ist von einer teilweisen Umstellung im Spektrum der beteiligten CPR begleitet. Die
jeweilige Menge der einzelnen CPR ergibt sich aus dem Gleichgewicht von Synthese und

Abbau, deren Verhaltnis sich entwicklungsabhangig verandert.
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5.4 Ausblick: CPR-Bildung und -Aktivitat kontrollieren das raum-zeitliche

Muster der Reserveproteinmobilisierung

Ausgehend von den Ergebnissen dieser Dissertation und dem daraus abgeleiteten Bild tber
den Start der Proteinmobilisierung durch gespeicherte CPR in den PB, Uber das Zusammen-
wirken von Embryoachse und Keimblattern sowie Uber die Rolle verschiedener Mitglieder der
CPR-Familien ergeben sich Fragestellungen fir weitergehende Forschungsansatze. Sie

betreffen vor allem drei Problemgruppen:

1. Welche Mechanismen verhindern, dass die in den PB gespeicherten Proteine nicht
vorzeitig wahrend der Samenreifung von den gleichzeitig gebildeten und gespeicherten
CPR abgebaut werden? Wie werden diese Mechanismen bei Keimungsbeginn

ausgeschaltet, damit eine Proteinmobilisierung moglich wird?

Folgende Mechanismen lassen sich zur Beantwortung dieser Frage denken: a) Ablagerung
von Reserveproteinen und CPR in unterschiedlichen vakuolaren Kompartimenten wahrend der
Samenreifung und Fusion dieser Kompartimente bei Keimungsbeginn; b) Speicherung
inaktiver CPR-Proenzyme zusammen mit den Proteinreserven und Aktivierung der Pro-
enzyme durch limitierte proteolytische Prozessierung bei Keimungsbeginn; c) Inaktivierung der
zusammen mit den Proteinreserven in den PB gespeicherten CPR durch deren Assoziation mit
Inhibitoren und CPR-Aktivierung durch Inhibitordissoziation bei Keimungsbeginn; d) End-
produkthemmung der CPR, die durch AbflieBen oder Verbrauch der betreffenden
Verbindungen bei Keimungsbeginn aufgehoben wird; €) Hemmung der CPR durch inadaquate
Milieubedingungen wahrend der Samenreifung und Aktivierung bei Keimungsbeginn durch

Rekonstitution der fiir die Proteinmobilisierung erforderlichen Milieubedingungen.

Weder immunhisto- und cytochemischen Analysen (TIEDEMANN 2000, TIEDEMANN et al. 2000,
2001) noch die Versuche mit isolierten PB in der vorliegenden Dissertation geben Anlass
dazu, eine Speicherung von CPR und Globulinen in unterschiedlichen Kompartimenten
anzunehmen. Hinsichtlich der Versuche mit isolierten PB kénnte eingewandt werden, dass
eventuell eine Trennung der beiden verschiedenen vakuolaren Kompartmente nicht gelungen
oder sichtbar geworden sei. Jedoch belegen die elektronenoptischen Bilder mit Immunogold-

Doppelmarkierung eine Colokalisierung von Vicilin und CPR in denselben PB (M2, Fig.8).

Alle proteinbiochemischen Analysen mit PB-Extrakten lieRen keine Unterschiede in den
Molekularmassen der CPR-Banden zu reifen Enzymen erkennen, wie dies beim Vorkommen
von Proenzymen zu erwarten gewesen waren. Aullerdem sind die CPR, die in PB trockener

Samen nachgewiesen wurden; sofort aktiv, z. B. im PepTag-Assay (M4).
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Die Inaktivierung einer gespeicherten Endopeptidase durch einen Polypeptidinhibitor ist fir
Buchweizenkotyledonen beschrieben worden (M6, ELPIDINA et al. 1991). Mit den Cystatinen
gibt es in Pflanzen (ABE et al. 1992, HILDMANN et al. 1992, FERNANDES et al. 1993, YAMADA et
al. 2000), darunter auch in Pflanzensamen (KONDO et al. 1990, ABE et al. 1991), CPR-
Inhibitoren. Sollten derartige Komplexe nicht sofort bei Extraktion der CPR dissoziieren,
mussten im Immunoblot hohermolekulare Banden nachzuweisen sein, die mit den CPR-
Antikdrpern reagieren. Obwohl dafur keine Anhaltspunkte gefunden wurden, kann dieser
Mechanismus nicht ausgeschlossen werden. Daher bietet dieser Mechanismus genug Ansatz-

punkte fur weitere biochemische Untersuchungen.

Weiterhin kann eine Endprodukthemmung der Peptidasen nicht ausgeschlossen werden. Fir
eine CPR aus Buchweizenkotyledonen konnte gezeigt werden, dass ihre Aktivitat in vitro einer
Endprodukthemmung durch Proteinabbauprodukte unterliegt, und dieser Mechanismus offen-
sichtlich auch in vivo wirkt (DUNAEVSKY und BELOZERSKY 1989b). Die CPR aus trockenen
reifen Wickensamen sind in dieser Hinsicht bisher nicht untersucht worden. Allerdings konnte
weder eine auffallige Anreicherung von freien Aminoverbindungen in reifen Samen noch eine
entsprechende Abnahme bei Keimungsbeginn beobachtet werden (M3). Jedoch wurden bei
den bisherigen Betrachtungen die speziellen Verhaltnisse in den PB aber aufler Betracht
gelassen, da diese unbekannt sind. Die Wirkung des Rickkopplungsmechanismusses bei der
Kontrolle des Wechsels in der CPR-Aktivitdt bei Keimungsbeginn kann also nicht

ausgeschlossen werden und bedarf weiterer Analysen.

Fir PB von Zellen der Aleuronschicht in Gerstenkaryopsen ist die Beteiligung einer
Ansauerung an der Kontrolle Uber die steigende Proteinaseaktivitat nach Keimungsende
nachgewiesen worden (BETHKE et al. 1997,1998). Es besteht ebenfalls kein Zweifel daran,
dass in den PB der Vicia sativa-Samen flr den CPR-katalysierten Globulinabbau ein saurer
pH-Wert erforderlich ist. Auch wahrend der Samenreifung bendétigen die legumain-artigen
Prozessierungs-CPR ein derartiges saures pH-Milieu. Dennoch ist es eher unwahrscheinlich,
dass zum Ende der Samenreifung eine pH-Verschiebung in den PB zu erheblich héheren
Werten stattfindet, womit eine Inaktivierung der CPR verbunden ist, und bei Keimungsbeginn
dann rasch eine gegenlaufige pH-Verschiebung erfolgt. Der Nachweis entsprechender
Protonenpumpen zeigt, dass die PB von Wickensamen iber Voraussetzungen verfligen, das
saure Milieu aufrecht zu erhalten (Abb.9). Dennoch sollte versucht werden, diesen

Mechanismus mit cytochemischen Methoden zu untersuchen.

2. Wie werden die raumlichen und zeitlichen Muster der CPR in Embryoachsen und
Kotyledonen qualitativ und quantitativ kontrolliert, und was reguliert die jeweilige Aktivitat

der vorhandenen CPR?
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Zur Beantwortung der Frage ergibt sich aus der vorliegenden Dissertation, dass sowohl
Proteinasebiosynthese als auch —abbau an der Kontrolle der unterschiedlichen CPR
Konzentrationen auf verschiedenen Entwicklungsstadien und in unterschiedlichen Geweben
beteiligt sind. Das Mal} des Beitrages, den der CPR-Abbau zur Einstellung der jeweiligen
CPR-Menge leistet, lasst sich bislang jedoch nicht abschatzen. Die besonders wichtige Rolle
der differentiellen Genexpression, die zur Neubildung von CPR fuhrt, wird an folgenden
Beispielen deutlich: Neue CPR-Polypeptide (wie z.B. CPR1, Proteinase A und Proteinase B)
lassen sich erst dann immunologisch nachweisen, wenn zuvor die entsprechende mRNA
nachweisbar ist. Die Verzdgerung im Sichtbarwerden der zugehdrigen Polypeptide beruht
darauf, dass im Ergebnis der mRNA-Translation erst eine genligende Menge des jeweiligen
Polypeptids gebildet werden muss, um die immunologische Nachweisgrenze zu Uberschreiten.
AuRerdem wurde bei den immunhistochemischen und in situ-Hybridisierungsuntersuchungen
von TIEDEMANN (2000, und M5) deutlich, dass die CPR nur in dem Gewebe nachgewiesen
werden konnte, wo zuvor auch das Transkript der betreffenden mRNA nachzuweisen war. Die
Mechanismen, mit denen die zeitlich und raumlich fein abgestimmte differentielle Expression
der verschiedenen CPR-Gene kontrolliert wird, stellten sicherlich einen weiteren
Untersuchungsschwerpunkt in der Zukunft dar. Ein besonders interessanter Fall liegt bei
CPR2 vor, deren Genexpression in Kotyledonen sowohl wahrend der Samenreifung als auch
nach der Samenruhe wahrend der Samenkeimung angeschaltet wird. Ein spezielles Interesse
sollte auch die Kontrolle der CPR2 Genexpression in den Embryoachsen finden. Das
Ausbleiben der immunologischen Nachweisbarkeit von CPR2-Polypeptid signalisiert dort das
Ende der CPR2-mRNA-Translation zu einem Zeitpunkt nach Ende der Keimung, zu dem die

eindeutige Zunahme der mRNA-Menge auf dem Northern-Blot erkennbar wird.

3. Wie wird die Mobilisierung von Proteinen in Embryoachse und Kotyledonen aufeinander

abgestimmt und auf den Bedarf fur das Wachstum der Achsenorgane ausgerichtet?

In der Literatur werden widerspriichliche Resultate von Versuchen zur Beantwortung von
Frage 3 mitgeteilt (Zusammenfassung bei BEWLEY und BLACK 1994). Einerseits existieren
Hinweise darauf, dass - wie bei den Getreiden — von der Embryoachse eine hormonelle
Kontrolle Gber die Proteinasegenexpression in den Speichergeweben von Kotyledonen oder
Endosperm ausgetibt wird. Andererseits meinen andere Autoren, Beweise flir eine Kontrolle
zu liefern, die Uber Katabolitgradienten funktioniert. Hormone wie Katabolite kénnten die
Expression von Proteinasegenen kontrollieren. Im Gegensatz zur hormonellen Regulation, gibt
es bislang keine Belege flr eine Beteiligung der Katabolite an der direkten Regulation der
Genexpression. Vielmehr kann eine indirekt regulierende Funktion Uber eine Inhibition oder

Stimulierung der Hormonsynthese angenommen werden. Zusatzlich konnen Katabolite aber
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Uber Ruckkopplungsmechanismen die Enzymaktivitédt in Kotyledonen regulieren, worauf bei
Beantwortung der vorhergehenden Frage bereits eingegangen wurde. Offensichtlich werden
die zeitlichen und rdumlichen Muster der Expression derselben Gene in Embryoachsen und
Kotyledonen unterschiedlich kontrolliert. Allerdings ist Uber die zugrunde liegenden

Mechanismen bislang nur sehr wenig bekannt, und bedurfen einer Aufklarung.

Schlielich bedarf es noch genauer experimenteller Beweise flir das postulierte Einsetzen des
Ferntransportes von Kataboliten aus den Kotyledonen in die Embryoachse nach Ende der
Keimung und die Herausbildung des entsprechenden Transportsystems. Hierbei sollte auch

die Bildung und Beteiligung entsprechender Aminosauretransporter beriicksichtigt werden.

Das in der vorliegenden Dissertation benutzte experimentelle System und die damit erzielten
neuen Erkenntnisse dirften einen erfolgversprechenden Ausgangspunkt flir Forschungen zur
Beantwortung der oben genannten Fragen bilden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

1. Wahrend der Samenreifung akkumulieren Pflanzensamen in Gestalt von Speicherproteinen
eine Aminosaurereserve fir die heterotrophe Entwicklungsphase wahrend der Keimung und
des anfanglichen Keimlingswachstums. Die Speicherproteine werden in speziellen
membranumhdilliten Organellen, den Protein Bodies deponiert, die zum vakuoldren
Kompartiment gehdren. In diesem extracytoplasmatischen Zellkompartiment unterliegen sie
keinem Abbau wahrend der Samenreifung. Erst mit der Keimung und dem frihen
Keimlingswachstum wird der Schutz gegen vorzeitigen unkontrollierten Abbau Uberwunden

und die Mobilisierung von Aminosauren durch Abbau von Speicherpoteinen kann beginnen.

2. Speicherproteinreiche Leguminosensamen sind bevorzugte Objekte zur Erforschung der
Mechanismen bei der Mobilisierung der Proteinreserven. Sie enthalten zwei Hauptspeicher-
proteine: 7S Globuline (Viciline) und 11S Globuline (Legumine). Ihre Mobilisierung
geschieht in den Speichergeweben der Kotyledonen nach dem Ende der Keimung, das mit
dem Radikuladurchbruch durch die Samenschale definiert ist. Das gangige Bild der
Mobilisierungsprozesse geht davon aus, dass die Proteinasen, welche den Speicherprotein-
abbau einleiten, wahrend der Keimung neu gebildet und in die Protein Bodies transportiert
werden. Dort katalysieren Endo- und Carboxypeptidasen den Abbau bis zu niederen
Peptiden, die ins Cytoplasma transportiert und dort in ihre Aminosaurebausteine zerlegt

werden.

3. In den Protein Bodies von Kotyledonen sind neben den Speicherproteinen auch
gespeicherte Endopeptidasen gefunden worden, fir die eine Mitwirkung am Speicher-
proteinabbau allerdings nicht eindeutig nachgewiesen werden konnte. Aufler in den
Kotyledonen werden auch in Radicula, Achse und Keimspross des Embryos, hier unter dem
Begriff ,Embryoachse“ zusammengefasst, Proteinreserven in Protein Bodies angelegt. Es
gibt Hinweise darauf, dass diese Reserven schon wahrend der Keimung mobilisiert werden.
Die daran beteiligten Proteinasen sind unbekannt. Wie bei den Kotyledonen ist unklar, ob
gespeicherte Proteinasen an der Mobilisierung dieser Proteinreserven beteiligt sind und

diese eventuell sogar einleiten.

4. Durch Untersuchungen an Leguminosensamen ist in der vorliegenden Dissertation versucht

worden Antworten auf folgende Hauptfragen zu finden:

« Welche Speicherproteine sind in den Protein Bodies der Embryoachse deponiert und wie
verhalt sich ihre Mobilisierung im Vergleich zur Mobilisierung der Proteinreserven in den

Kotyledonen?
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¢ Welche Proteinasen sind im Vergleich zu den Kotyledonen an der Mobilisierung von

Proteinreserven in der Embryoachse beteiligt?

e Enthalten die Protein Bodies der Embryoachsen und Kotyledonen Endopeptidasen?

Wenn ja welche?

» Lassen sich Beweise dafur finden, dass gespeicherte Proteinasen am Abbau der

Proteinreserven beteiligt sind und diese eventuell sogar einleiten?

* Welche Rolle kbnnen gespeicherte und neu gebildete Proteinasen fiir die Mobilisierung
der Aminosaurereserven aus Speicherproteinen spielen, und in welchem Verhaltnis
stehen Embryoachse und Kotyledonen zueinander bei der Bereitstellung von Amino-

saurebausteinen fir die Proteinbiosynthesen im Keimling?

5. Die Saatwicke (Vicia sativa L.) wurde als Leguminose zum Untersuchungsobjekt gewahlt,
weil daflir aus Vorarbeiten in der Gruppe sowohl cDNA-Sonden als auch Antikérper fir 4
papain- und 2 legumain-artige Cysteinproteinasen zur Verfligung standen, von denen eine

Beteiligung an der Speicherproteinmobilisierung angenommen werden konnte.

6. Die Untersuchungen wurden mit folgenden biochemischen, molekularbiologischen und
Zellfraktionierungs-Methoden durchgefihrt: Elektrophoretische Auftrennung von Speicher-
proteinen und Proteinasen; Proteinase-aktivitdts-Gelelektrophorese; differenzielle
Proteinaseanalyse mit Inhibitoren; Immunoblotting zum Nachweis von Speicherproteinen
und Proteinasen; mRNA-blotting zum Nachweis proteinase-spezifischer mRNA; Zell-
fraktionierung zur Reindarstellung von Protein Bodies; Tests mit spezifischen Oligopeptid-
substraten und massenspektrometrische Analyse von Spaltprodukten; Analyse von
Proteinasen und Proteinabbau unter Translationshemmung in keimenden Samen; HPLC-
Analyse der I8slichen Aminosduren. Mit diesen Methoden wurden Embryoachsen und
Kotyledonen von trockenen reifen Samen und von Samen aus verschiedenen Stadien
wahrend und nach der Keimung analysiert. In einigen Fallen wurden auch Stadien der

Samenreifung untersucht.

7. Die Untersuchungen haben folgende Ergebnisse gebracht:

* Embryoachsen reifer Samen der Saatwicke enthalten in ihren Protein Bodies wie die
Kotyledonen sowohl Vicilin als auch Legumin als Speicherglobuline, wobei in den
Embryoachsen Vicilin bei weitem vorherrscht, wahrend beide Globuline in den

Kotyledonen in etwa gleichen Mengen enthalten sind.

e Wahrend der Abbau der Globuline in den Embryoachsen vor allem wahrend der
Keimung und am ersten Tag nach der Keimung erfolgt, beginnt in den Kotyledonen ein

merklicher Abbau erst nach dem Ende der Keimung.
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Die Gehalte an freien Aminosauren und Proteinen dndern sich in Embryoachsen und
Kotyledonen erst nach Ende der Keimung merklich. Dann beginnt die deutliche Zunahme

des Proteingehaltes in den Achsen und parallel dazu eine Abnahme in den Kotyledonen.

Erst mit dem Abbau der Speicherglobuline in den Kotyledonen steigt dort der Gehalt an
freien Aminosauren massiv an, wobei besonders der Anstieg an Asparagin bemerkens-
wert ist. Mit einem Tag Verzdgerung steigt dann auch der Gehalt an freien Aminosauren,

darunter besonders der Gehalt an Asparagin, in der Embryoachse an.

Cysteinproteinasen (CPR) sind in Embryoachsen und Kotyledonen flir den Abbau der

Speicherproteine verantwortlich.

Sowohl in den Embryoachsen als auch in den Kotyledonen kommen wahrend der unter-
suchten Periode drei papain- (CPR1, CPR2, CPR4) und zwei legumain-artige (VsPB2

und Proteinase B) CPR vor.

Protein Bodies von Embryoachsen und Kotyledonen trockener reifer Samen enthalten
die papain-artigen Proteinasen CPR1, CPR2 und CPR4 sowie die legumain-artige
VsPB2. Papain- und legumain-artige CPR aus diesen Protein Bodies sind proteolytisch

aktiv.

In Lysaten von Protein Bodies, die aus trockenen reifen Embryoachsen bzw.
Kotyledonen isoliert worden waren, werden die Speicherproteine bei saurem pH-Wert,
wie er fir CPR erforderlich ist, abgebaut. Der Abbau wird von CPR-spezifischen

Inhibitoren unterbunden.

Die Embryoachsen und Kotyledonen dieser Samen enthalten auch die entsprechenden
CPR2-, CPR4-, und VsPB2-spezifischen mRNAs, die sich bereits in reifenden Samen
nachweisen lassen. Die gespeicherten CPR werden demnach bereits wahrend der

Samenreifung gebildet.

In den Embryoachsen ist das Mengenverhaltnis von gespeicherten Proteinasen zu

Speicherglobulinen weitaus grofier als in den Kotyledonen.

Bei gehemmter Proteinbiosynthese findet wahrend der Keimung dennoch der Speicher-

globulinabbau statt, obwohl eine Neubildung von CPR unterbleibt.

Im Verlauf der Keimung und des nachfolgenden Keimlingswachstums werden neue
papain- und legumain-artige CPR in Embryoachsen und Kotyledonen gebildet. In den
Embryoachsen verschwinden gespeicherte und neu gebildete CPR in den ersten Tagen
nach Ende der Keimung, wenn die Mobilisierung ihrer endogenen Speicherglobulin-
reserven beendet ist. Mit Ausnahme der CPR2 verschwinden dann die gespeicherten

CPR auch in den Kotyledonen. Die neu bzw. verstarkt synthetisierten papain-artigen
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CPR1 und CPR2 sowie die neu gebildete legumain-artige Proteinase B herrschen

wahrend des massiven Globulinabbaus der Kotyledonen vor.

Verstarkte oder de novo Synthese von CPR lassen sich stets etwa einen Tag nach dem

Auftreten der betreffenden mRNA nachweisen.

8. Im Ergebnis der Dissertation lassen sich hinsichtlich der eingangs gestellten Fragen

folgende Schlussfolgerungen ableiten:

Embryoachsen enthalten eigene Reserven an Speicherglobulinen, die bereits wahrend
der Keimung mobilisiert werden. Dies macht sie fur diese Zeit von einer Aminosaure-
versorgung aus den Kotyledonen unabhangig. Diese setzt erst nach Ende der Keimung

ein, wenn die endogenen Reserven der Achse aufgebraucht sind.

Sowohl in den Protein Bodies von Embryoachsen als auch von Kotyledonen reifer
Wickensamen sind gespeicherte papain- und legumain-artige CPR enthalten. Eine Neu-
synthese von CPR ist flir den Beginn des Speicherglobulinabbaus nicht erforderlich.
Dieser muss also von den gespeicherten CPR katalysiert werden. Dies durfte vor allem
fur den raschen Mobilisierungsbeginn in der Embryoachse, sowie flr die anfangliche
endogene Aminosaureversorgung der Embryoachse von grofler Bedeutung sein.
Angesichts der hohen Speicherglobulinkonzentration in Kotyledonen ist dort die
anfangliche Mobilisierung von Eiweildreserven schwer erkennbar, liek sich jedoch

deutlich nachweisen.

Obwohl bereits wahrend der Keimung vor allem in Embryoachsen aber auch in
Kotyledonen Speicherproteinmobilisierung nachweisbar ist, andern sich dort weder die
Gehalte an Protein noch an freien Aminosauren merklich. Dies kann damit erklart
werden, dass in beiden Organen ohne Netto-Anderung in den Gehalten an freien Amino-
sauren. d.h. auch ohne Netto-Transfer von Aminosauren zwischen beiden Organen, ein
Umsatz von Aminosauren aus Speicherglobulinen in andere Proteine erfolgt. Demnach
sind beide Organe wahrend der Keimung ,Selbstversorger®. Erst wenn die endogenen
Reserven der Embryoachse verbraucht sind, wird die Aminosaureversorgung der Achse
von den Kotyledonen ubernommen, wo inzwischen der massive Abbau von Speicher-
globulinen eingesetzt hat. Das spiegelt sich in den Anderungen der Mengen an freien
Aminosauren (speziell der Asparagingehalte) beider Organe wieder. Diese Interpretation
wurde in einer komplementaren histologischen Arbeit bestatigt. Sie zeigte, dass wahrend
der Keimung noch keine funktionstiichtigen Leitbindel zwischen Achse und Kotyledonen
existieren, sondern erst nach der Keimung. Erst dann kann mit einem Aminosaure-

ferntransport zwischen beiden Organen gerechnet werden.
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Wahrend der anfangliche Abbau von Speicherglobulinen von gespeicherten CPR bewirkt
werden kann, wird die massive Mobilisierung der Eiweildreserven von einer zunehmen-
den Bildung bereits vorhandener bzw. de novo Synthese neuer CPR begleitet. Dabei
andert sich das Muster der am Abbau beteiligten papain-artigen CPR, und die legumain-
artige VsPB2 wird durch Proteinase B ersetzt. Die wichtige Rolle, welche CPR1, CPR2
und Proteinase B fiir die Mobilisierung der Speicherglobuline spielen, wird durch
Ergebnisse aus der o0.g. komplementaren histochemischen Arbeit bestéatigt (TIEDEMANN
2000). Diese CPR und ihre mMRNA kommen immer in jenen Gewebszonen vor, in denen

der Speicherglobulinabbau nachweisbar ist.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten der Keimung und des Keimlingswachstums sind
mehrere Vertreter aus zwei verschiedenen Cysteinproteinasefamilien an der Speicher-
proteinmobilisierung beteiligt. Ihre Beteiligung unterliegt einem entwicklungs- und
gewebeabhangigen Wechsel, der vor allem darauf beruht, dass gespeicherte Cystein-
proteinasen verschwinden und andere neu gebildet werden. Die Kontrolle Uber die
wechselnde Genexpression und das CPR-Muster erfolgt vorrangig Uber die
Verfugbarkeit entsprechender mRNA fur die Translation. Eine Beteiligung des CPR-

Abbaus kann in diesem Zusammenhang nicht ausgeschlossen werden.
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