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Zusammenfassung

Subtilasen gehéren zu der Familie der Subtilisin-dhnlichen Serinprotasen und sind sowohl in
prokaryotischen als auch in eukaryotischen Organismen weit verbreitet. Im Tierreich steuern
Subtilasen als Proprotein-Konvertasen wichtige physiologische Prozesse wie z.B. die Reifung von
Peptidhormonen, Wachstumsfaktoren und Rezeptorproteinen. Die Rolle der den Proprotein-
Konvertasen ahnlichen Subtilasen in Pflanzen ist erst in wenigen Fallen flr einzelne Enzyme aus
Arabidopsis thaliana beschrieben. Ihre Funktion in Tomatenpflanzen ist noch véllig ungeklart. Erste
Ergebnisse deuten darauf hin, dass Subtilasen in Tomatenpflanzen eine wesentliche Rolle bei der
Regulation der Wundantwort und Pathogenabwehr spielen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die funktionelle Charakterisierung der Subtilase SSBT3 aus
Tomatenpflanzen mittels Aufreinigung und biochemischer Charakterisierung des rekombinanten
Proteins, detaillierter Expressionsstudien in Tomatenpflanzen, sowie phanotypischer Analyse
transgener Pflanzen mit verénderter Expression von SGSBT3 (SASBT3-RNAi- und SSBT3-Uber-
expressionspflanzen).

Die Subtilase wurde mittels fraktionierter Ammoniumsulfat-Fallung, Kationen-Austausch-
chromatographie im Batch-Verfahren und Anionen-Austauschchromatographie aus einer SSBT3-
Uberexprimierenden Tomatenzellsuspensionskultur bis zur Homogenitdt gereinigt. Basierend auf
der erfolgreichen Aufreinigung des Proteins aus einem homologen System konnte SSBT3 am
Chemical Genomics Centre (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Physiologie, Dortmund) kristallisiert
und strukturell analysiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte damit erstmalig die
Kristallstruktur einer pflanzlichen Subtilase vorgelegt werden.

Die biochemischen Daten zeigten, dass SSBT3 ungewdhnlich stabil und bei Temperaturen bis
60 °C vollstandig aktiv ist. Bei pH 11 wies das Enzym immer noch {ber 60 % seiner
proteolytischen Aktivitdt auf. Die aufgereinigte Subtilase war in der Lage /n vitro das
Systemin-Peptid, ein wichtiges Signalmolekil der Wundantwort in Tomatenpflanzen, an einer
einzigen Stelle, C-terminal der Aminosdure GIn'® zu spalten und dadurch zu inaktivieren.
Detaillierte Untersuchungen zur Substratspezifitdit des Enzyms bestdtigten die Praferenz der
rekombinanten SSBT3 fiir Glutamin in der P;-Position, sowie fir basische Aminosdauren in den
Positionen P, und P,’ ihrer Substrate. Die eingeschrankte Substratspezifitat von SSBT3 legte nahe,
dass dieses Enzym an selektiver Proteinprozessierung bzw. limitierter Proteolyse beteiligt ist und
auf diese Weise spezifische Aufgaben in physiologischen Prozessen in der Pflanze erfilllt.

Die Expression von SSBT3 konnte in allen untersuchten Organen vor allem im vaskuldren Gewebe
gezeigt werden. Detaillierte Analysen wiesen eine SSBT3-Expression in Xylemparenchym- und
Phloemzellen nach, wo auch das Vorlauferprotein von Systemin exprimiert wird. Die Expression

von SSBT3 wurde durch mechanische Verwundung sowie durch FraB von Manduca sexta-Larven
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induziert. Diese Befunde, namlich die Induzierbarkeit der SSBT3 Expression durch Verwundung,
die Co-lokalisation von SSBT3 und Prosystemin und die /n vitro gezeigte Inaktivierung von
Systemin durch SSBT3, deuteten auf eine mdgliche Beteiligung der Subtilase an der Regulation
der Wundantwort in Tomatenpflanzen hin. Diese Annahme konnte jedoch durch einen Vergleich
der Aktivitat wundinduzierter Proteinaseinhibitoren als Markerproteine der Insektenabwehr in
SKBT3-RNAi-, SKBT3-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen nicht bestétigt werden.

Anhand der Entwicklung von Manduca sexta-Larven auf SSBT3-RNAi-, SSBT3-Uberexpressions-
und Wildtyp-Pflanzen wurde eine mdgliche Beteiligung von SSBT3 an Abwehrreaktionen von
Tomatenpflanzen im Hinblick auf eine Veranderung in der Resistenz der Pflanzen untersucht. Die
Uberexpression von SGBT3 reduzierte die Verweildauer von Manduca sexta-Larven auf den
Futterpflanzen. Dariiber hinaus konnte im hoch alkalischen Milieu des Darmes von Manduca sexta-
Larven, welche auf SBBT3-Uberexpressionspflanzen gefressen hatten, intakte SSBT3
nachgewiesen werden. Diese beiden Ergebnisse in Verbindung mit dem alkalischen pH-Optimum
der Subtilase sind deutliche Hinweise darauf, dass SSBT3 im Verdauungstrakt von Insekten
wirksam ist und somit eine Rolle bei der pflanzlichen Abwehr gegeniliber Herbivoren spielen
konnte.

Die erzielten Ergebnisse bilden die Grundlage zur noch ausstehenden vollstdndigen Aufkldrung der
Funktion der Subtilase SASBT3 bei der Abwehrreaktion von Tomatenpflanzen gegeniber
Herbivoren. Die gewonnenen Erkenntnisse aus der Analyse der Kristallstruktur von S5SBT3 werden
dartber hinaus auch fiir die Erforschung anderer pflanzlicher Subtilasen und ihrer physiologischen

Rolle von entscheidender Bedeutung sein.



Summary

Subtilases belong to the family of subtilisin-like serine proteases and are widely distributed in
prokaryotic as well as eukaryotic organisms. Mammalian subtilases function as proprotein
convertases in the formation of peptide hormones, growth factors, and receptor proteins and
regulate important physiological processes. Little is known about the function of the related plant
subtilases, except for a few enzymes in Arabidopsis thaliana. Their function in tomato plants is still
unresolved. However, preliminary data suggest that subtilases may play essential roles in the
regulation of the wound response and pathogen defense in tomato plants.

The present study was aimed at the elucidation of the function of the tomato subtilase SSBT3 by
purification and biochemical characterization of the recombinant protein, detailed expression
analysis in tomato plants, as well as the phenotypical analysis of transgenic plants with altered
expression levels for SSBT3 (SKBT3-RNAi and SSBT3-overexpressing plants).

The subtilase was purified to homogeneity from a SSBT3-overexpressing tomato cell suspension
culture using fractionated ammonium sulfate precipitation, cation exchange chromatography in a
batch procedure, and anion exchange chromatography.

Based on the successful purification of the protein from a homologous expression system, S5BT3
was crystallized and its structure analyzed at the Chemical Genomics Centre (Max-Planck-Institute
for Molecular Physiology, Dortmund) resulting in the first crystal structure of a plant subtilase
presented within the frame of the present study.

Biochemical data showed that SSBT3 is a very stable protease, being fully active at 60 °C and
retaining 60 % of its activity at pH 11. The purified subtilase was found to cleave the peptide
systemin, an important signal molecule of the wound response in tomato plants, at a single site
C-terminal of GIn'® /n vitro. This cleavage resulted in the inactivation of systemin. In-depth analysis
of SKBT3 substrate specificity confirmed the preference of the recombinant enzyme for glutamine
in the P;-position, as well as for basic residues in the P, and P;’ positions of its substrates. The
narrow substrate specificity of SSBT3 is consistent with a role in limited proteolysis and selective
protein processing rather than general protein turnover, and suggests a function for SSBT3 in
specific physiological processes /n planta.

SKBT3 was found to be expressed in all tested organs particularly in the vasculature. Detailed
analysis revealed SSBT3-expression in xylem parenchyma and phloem cells, where the precursor
protein of systemin is expressed as well. Expression of SSBT3 was induced by mechanical
wounding as well as feeding of Manduca sexta larvae. These findings, namely the inducibility of
SKBT3-expression by wounding, the co-localization of SSBT3 and prosystemin in vivo, and the
inactivation of systemin by SSBT3 /n vitro, collectively suggest a possible involvement of the

subtilase in the regulation of the defense response of tomato plants. However, this assumption
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was not supported by experiments comparing the activity of wound inducible proteinase inhibitors
as marker proteins of herbivore defense in SSBT3-RNAi, SSBT3-overexpressing and wild-type
plants.

While monitoring the development of Manduca sexta larvae on SKSBT3-RNAi, SSBT3-
overexpressing and wild-type plants a possible involvement of SSBT3 in the defense response of
tomato plants was investigated with regard to altered plant resistance.

Overexpression of SSBT3 decreased the time period Manduca sexta larvae fed on the host plants.
Furthermore, stable SSBT3 could be detected in the highly alkaline environment of the midgut of
Manduca sexta larvae fed on SKSBT3-overexpressing plants. These two results together with the
alkaline pH optimum of the subtilase indicate that SSBT3 is active in the insect digestive tract and
may thus play a role in the plant’s defense against herbivores.

The results of the present study provide a basis for a more complete understanding of the function
of SSBT3 in herbivore defense of tomato plants. Findings obtained from the analysis of the crystal
structure of SKSBT3 will also be crucial for the investigation of other plant subtilases and their

physiological roles.
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1 EINLEITUNG

Ein wichtiges Merkmal lebender Zellen ist ihre Fahigkeit, sowohl auf interne als auch auf externe
Reize durch Feinabstimmung und Regulierung physiologischer Prozesse zu reagieren. Auf diese
Weise kann sich der Organismus an Verdnderungen anpassen, die sich wahrend der individuellen
Entwicklung oder aufgrund veranderter Umweltfaktoren ergeben. Die Forschung der letzten Jahre
hat gezeigt, dass der kontrollierte Abbau von Proteinen, d.h. die Proteolyse, eine Schllisselrolle in
der zelluldren Regulation aller Organismen spielt. Eine wichtige Aufgabe der Proteolyse ist die
Eliminierung von defekten sowie fremdartigen Polypeptiden und Proteinen und sie stellt somit
einen hochkontrollierten Protein-Qualitatskontrollmechanismus dar. Gleichzeitig stehen die auf
diese Weise frei werdenden Aminosauren wieder fur die Proteinbiosynthese oder die
Energiegewinnung zur Verfiigung. Die Bandbreite proteolytischer Prozesse beschrankt sich jedoch
nicht nur auf die mehr oder weniger unspezifische Zerlegung von Proteinen in ihre
Grundbausteine. Proteasen sind in der Lage, durch limitierte Proteolyse Enzyme spezifisch zu
inaktivieren oder Praproproteine zu prozessieren und so eine Vielzahl von zelluldren Abldufen zu
regulieren. Auf diese Weise sind Proteasen wahrscheinlich direkt oder indirekt an fast allen

Prozessen innerhalb einer Zelle beteiligt (CALLIS 1995, SCHALLER 2004).

Eine der am intensivsten erforschten Klasse von Proteasen sind die Serinproteasen, welche durch
eine spezielle Anordnung dreier reaktiver Aminosdurereste, einer davon der namensgebende
Serinrest, im aktiven Zentrum gekennzeichnet sind. Ein Vergleich der Aminosaurereste dieser so
genannten katalytischen Triade ist, zusammen mit dem der Kristallstrukturen einzelner Vertreter
dieser Klasse, Grundlage fir die Unterteilung in verschiedene Familien und Klans
(RAWLINGS & BARRET 1994).

Die Subtilasen gehéren nach dieser Klassifizierung zur S8 Familie innerhalb des SB Klans der
Serinproteasen (MEROPS Proteindatenbank, http://merops.sanger.ac.uk; RAWLINGS ET AL. 2008).
Sie haben ihren Namen von Subtilisin, einer alkalischen extrazelluldren Protease aus Bacillus
subtifis und verwandten Arten. Allen Subtilasen gemeinsam ist die gut konservierte, einzigartige
Anordnung der Aspartat- (Asp), Histidin- (His) und Serinreste (Ser) in der katalytischen Triade.
Lange Zeit wurde angenommen, dass Subtilasen nur in Prokaryoten vorzufinden sind. Die
bakteriellen Subtilasen sind intensiv untersucht und aufgrund ihrer weltweiten Nutzung als Zusatze
in Waschmitteln von groBer wirtschaftlicher Bedeutung.

Mit der Entdeckung der Subtilisin-ahnlichen Kex2p-Protease (Kexin) der Hefe Saccharaomyces
cerevisiae, wurde der Weg fir die Identifizierung von Subtilasen in nahezu allen eukaryotischen

Organismen bereitet (JULIUS ET AL. 1984, THORNER 1985). Aufgrund hoher Sequenzahnlichkeit mit
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dem katalytischen Zentrum des Kexins, konnte 1989 die erste tierische Subtilase, das Furin,
identifiziert werden (FULLER ET AL. 1989).

Das Interesse an Subtilasen wuchs in den 90er Jahren, als entdeckt wurde, dass die dem Kexin
homologen tierischen Subtilasen die lange gesuchten Proprotein-Konvertasen (PC) sind. Diese sind
in Sdugern fir die Reifung von Peptidhormonen, Neuropeptiden, Wachstumsfaktoren und
Rezeptorproteinen verantwortlich (BARR 1991, SEIDAH ET AL. 2003). Typisch fir die PCs, welche
aufgrund der oben genannten Sequenzahnlichkeiten zu der Kexin-Familie gehéren (Abb. 1.1), ist

die hochspezifische Proteolyse ihrer Substrate C-terminal von dibasischen (Lys-Arg oder Arg-Arg)

Motiven.
Subtilisin
Thermitase Proteinase K
Kexin Lantibiotische
Peptidasen
Pyrolysin

Abb. 1.1 Klassifizierung der Subtilasen

Die Verwandtschaft zwischen den Subtilasefamilien ist in Form eines schematischen phylogenetischen
Baumes dargestellt, der auf dem Sequenzvergleich der katalytischen Domanen einzelner Subtilasen basiert.
Es besteht keine Proportionalitit zwischen der Linge der Aste und der Sequenzihnlichkeit unter den
Subtilasefamilien (Siezen & LEUNISSEN 1997).

Ein weiterer Meilenstein in der Erforschung der Subtilasen war die Entschliisselung der
Kristallstrukturen von Kexin und Furin im Jahr 2003 (HOLYOAK ET AL. 2003, HENRICH ET AL. 2003), die
Aufschluss lber die molekulare Basis der ausgepragten Substratspezifitat der PCs brachte. Seitdem
wurden weitere spektakuldare Entdeckungen bei den bakteriellen und tierischen Subtilasen
gemacht.

Auf der Seite der prokaryotischen Subtilasen konnten PATON ET AL. (2004) mit der Subtilase
Cytotoxin ABs (SubAB) eine neue Familie der ABs Cytotoxine identifizieren. Dieses Enzym, welches
von bestimmten Stammen Shiga Toxin-bildender E. coli Bakterien produziert wird, ist ein hoch
wirksames Zellgift. Durch spezifische Proteolyse an einer einzigen Spaltstelle inaktiviert SubAB das
essentielle molekulare Chaperon BiP (auch Immunglobulin-Aeavy chain-Bindeprotein genannt) des
endoplasmatischen Retikulums (ER) (PATON ET AL. 2006). BiP ist ein hochkonservierter
Hauptregulator des ERs, der flir die Funktionsfahigkeit eukaryotischer Zellen, angefangen bei der
Hefe bis hin zu den Sdugern, lebensnotwendig ist (KIM & ARVAN 1998, HENDERSHOT 2004). Die
zentrale Funktion des multifunktionellen Proteins BiP (HENDERSHOT 2004, Luo ET AL. 2006) in

2
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eukaryotischen Zellen erklart den starken Einfluss auf die physiologischen Prozesse, welche SubAB
durch seine Spaltung ausibt. Aufgrund der auBerordentlichen Substratspezifitat von SubAB und
der hohen evolutionaren Konservierung des BiP-Proteins, wird SubAB als ein erfolgreiches
Instrument gesehen, um die verschiedenen Funktionen von BiP in der Zelle zu untersuchen.
Besonders vielversprechend wdre eine medizinische Anwendung der SubAB. So ist ein
unerwinschter Nebeneffekt der Chemotherapie bei Krebserkrankungen die Induktion der BiP-
Expression, die z.B. mit Resistenzen gegentiber den eingesetzten Medikamenten oder der erneuten
Ausbreitung von Tumoren einhergeht (DONG ET AL. 2005). Mdglicherweise kénnte der Einsatz von
SubAB solche Nebenwirkungen in der Krebstherapie mildern (MONTECUCCO & MOLINARI 2006).

Auch bei den tierischen Subtilasen steht deren Erforschung fiir den Einsatz in der Medizin im
Vordergrund. Neben der bereits erwdhnten Rolle der tierischen PCs bei der Reifung von
Prohormonen, Rezeptoren, Wachstumsfaktoren u.a., werden diese Enzyme auch von
verschiedenen Pathogenen ausgenutzt. Virale Hillproteine und bakterielle Toxine werden von den
PCs ebenso prozessiert wie endogene Proteine, auf diese Weise aktiviert und kénnen so schwere
Krankheiten, wie z.B. Grippe, Diphterie oder Milzbrand auslésen (THOMAS 2002,
SHIRYAEV ET AL. 2007). Eine genaue Kenntnis der Wirkungsweise der einzelnen PCs, ihre
Substratspezifitat und Spalteffizienz, ist dabei die Voraussetzung, um neue Anwendungen in der
Medizin zu finden. REMACLE ET AL. (2008) untersuchten daher die Spaltung von tber 100 Peptiden
bestehend aus 10 Aminosduren durch alle sieben bekannten PCs der Kexinfamilie aus Homo
sapiens (Furin, PC1/3, PC2, PC4, PACE4, PC5/6 und PC7). Ihre Ergebnisse liefern wichtige
Erkenntnisse fiir die Entwicklung von Medikamenten, z.B. weisen Ihre Daten darauf hin, dass PC2
am effizientesten von allen Mitgliedern der PC-Familie das Vorlauferprotein des Parainfluenza-Virus
spaltet und somit ein gutes mdogliches Angriffsziel fir ein Medikament gegen diese Krankheit ist.
Zwei weitere Sduger PCs, die Site-1-Protease (S1P, auch Subtilisin/Kexin-Isoenzym 1 (SKI1)
genannt) und die PCSK9 (Propotein Convertase Subtilisin Kexin 9, auch NARC-1, Neural Apoptosis-
Regulated Convertase-1 genannt) werden nicht der Kexin- sondern der Pyrolysin- bzw. Proteinase
K-Familie zugeordnet und bilden daher eine Ausnahme (SAKAI ET AL. 1998, SEIDAH ET AL. 1999,
SEIDAH ET AL. 2003). Beide spielen eine wichtige Rolle im Lipidmetabolismus.

PCSK9 inaktiviert den Low-Density-Lipoprotein (LDL)-Rezeptor und ist auf diese Weise indirekt an
der Regulierung des LDL-Cholesterin-Spiegels im Blut beteiligt (SEIDAH & PRAT 2007, KWON ET
AL. 2008). S1P reguliert durch die Spaltung der so genannten SREBPs (Sterol regulatory element-
binding proteins) wichtige Elemente des Fettstoffwechsels (DUNCAN ET AL. 1997, SAKAI ET AL. 1998).
Inhibitoren der S1P kdnnen die Cholesterin- und Fettsdauresynthese herabsetzen und stellen somit
potentielle Therapeutika z.B. fiir die Behandlung von erhdhten Cholesterinwerten dar, welche eine

Reihe von Erkrankungen zur Folge haben (HAWKINS ET AL. 2008).
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Eine weitere wichtige Funktion der S1P in Saugerzellen ist die Spaltung des Transkriptionsfaktors
ATF6 (YE ET AL. 2000) wahrend der ER-Stressantwort, allgemein auch als Unfolded Protein
Response (UPR) bezeichnet. Dieser Signalweg wird durch die Akkumulation nicht oder fehlerhaft
gefalteter Proteine im ER ausgeltst und flhrt zur verstarkten Expression von Genen, die flr die

Proteinfaltung wichtig sind (RUTKOWSKI & KAUFMANN 2004).

Ungeachtet der Tatsache, dass die pflanzlichen Subtilasen erst nach den prokaryotischen und den
tierischen entdeckt wurden, Ubersteigt ihre Anzahl deren mittlerweile bei weitem. Allein das
Genom von Arabidopsis thaliana weist die Sequenz von 56 Genen auf, welche fiir Subtilasen
kodieren (RAUTENGARTEN ET AL. 2005). Die Proteinstrukturen der pflanzlichen Subtilasen weisen
starke Gemeinsamkeiten auf. Sie besitzen vier funktionelle Domanen, die Pra-, Pro-, katalytische
und proteaseassoziierte (PA)-Domdne und werden als groBe Vorldauferproteine synthetisiert.
Ausnahmen stellen lediglich die beiden Arabidopsis Subtilasen A{SBT6.1 und A{SBT6.2 dar, welche
keine PA-Domane aufweisen.

Durch Proteolyse der Pra- und Prodomane werden Subtilasen zur aktiven Protease prozessiert
(BEERS ET AL. 2004). Die katalytische Domane beinhaltet die schon erwahnte Ser-His-Asp-Triade,
die durch ihre raumliche Faltung die hydrolytische Reaktion im aktiven Zentrum der Protease
bewirkt. Unterbrochen wird die katalytische Domane von der PA-Domdne. Diese Struktur konnte
bisher ausschlieBlich bei Mitgliedern pflanzlicher und prokaryotischer Subtilasen nachgewiesen
werden. Thre Funktion ist bis heute ganzlich ungeklart, ein Einfluss auf die Substratspezifitat oder
Protein-Protein-Interaktionen wird vermutet (BRUINENBERG ET AL. 1994, LAWRENCE ET AL. 1999,
MAHON & BATEMAN 2000). Aufschluss Uber die Funktion der PA-Domdne konnte eine
Kristallstrukturanalyse liefern, bis jetzt konnte jedoch noch keine pflanzliche Subtilase kristallisiert

werden.

Alle bis jetzt entdeckten pflanzlichen Subtilasen wurden aufgrund ihrer Sequenz den Pyrolysinen
zugeordnet. Diese Familie zeichnet sich im Gegensatz zu den Kexinen, welche die bereits
erwahnten PCs umfasst, durch eine groBe Heterogenitdat sowohl im Hinblick auf die Herkunft der in
ihr vertretenen Enzyme als auch bezliglich der Substratspezifitat aus (SIEZEN & LEUNISSEN 1997).
Lange Zeit wurde davon ausgegangen, dass pflanzliche Subtilasen ausschlieBlich an der
unspezifischen Proteolyse von Proteinen beteiligt sind. Ein Beispiel dafiir ist Cucumisin, die erste
Subtilase, welche aus einer hoéheren Pflanze isoliert wurde. Diese extrazellulare Protease aus
Cucumis melo, welche bis zu 10 % des I6slichen Proteingehalts der Melonenfrucht ausmacht,
schneidet eine breite Palette an Substraten, was auf eine eher degradative Funktion hindeutet

(KANEDA & TOMINAGA 1975, YAMAGATA ET AL. 1994, UCHIKOBA ET AL. 1995). Dasselbe gilt fir die
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Subtilasen Taraxalisin aus 7araxacum officinale (RUDENSKAYA ET AL. 1998), Macluralisin aus Maclura
pomifera (RUDENSKAYA ET AL. 1995) und Plantagolisin aus Plantago major (BOGACHEVA ET AL. 2001).
Es gab allerdings schon seit Beginn der 90er Jahre indirekte Hinweise flr die Existenz von
Subtilasen mit enger Substratspezifitat in Pflanzen.

In transgenen Tabakpflanzen konnte ein Pilztoxin aus Ustilago maydis exprimiert, korrekt
prozessiert und sekretiert werden, dessen Prozessierung im Pilz eine Kex2p-ahnliche
Proteaseaktivitdt im sekretorischen System erfordert (TAO ET AL. 1990). AuBerdem wiesen
GU ET AL. (1996) nach, dass die Proform der Leucinaminopeptidase a (LAP-A) aus Tomate nahe der
Spaltstelle des Propeptids zwei dibasische Aminosauremotive aufweist, welche fiir die Subtilasen
der Kexin-Familie typisch sind. Die Autoren vermuteten daher, dass LAP-A an dieser Stelle durch
eine Kex2p-ahnliche Protease gespalten wird, bevor eine autokatalytische Verkiirzung des
N-Terminus zum reifen LAP-A flihrt. Als drittes Indiz fir die Existenz von Subtilasen mit Kex2p-
ahnlicher Spezifitdt in Pflanzen kann die Identifizierung des Proteins SBP50 (Systemin-binding-
protein 50), welches spezifisch mit dem Wundsignalpeptid Systemin der Tomate interagiert,
herangezogen werden (SCHALLER & RYAN 1994). Auch Systemin weist das typische dibasische
Spaltmotiv flir Subtilasen der Kexin-Familie auf. Zudem konnte SBP50 mit einem Antiserum gegen
eine PC aus Drosophila immunodetektiert werden (SCHALLER & RYAN 1994). Aufgrund dieser Daten
wurde angenommen, dass es sich bei SBP50 mdglicherweise um eine PC-ahnliche Protease
handelt. SCHALLER (1998) konnte spdter nachweisen, dass Systemin /in vivo tatsachlich C-terminal
der beiden basischen Aminosauren prozessiert wird.

In Anbetracht dieser Hinweise und vor dem Hintergrund der wichtigen Funktionen, die PCs in
Tieren einnehmen, lag die Vermutung nahe, dass Subtilasen in Pflanzen @hnlich wichtige Aufgaben
erfullen und vergleichbar mit diesen mdglicherweise an der Prozessierung von Vorlauferproteinen
pflanzlicher Peptidhormone beteiligt sind. Dies und die Annahme, dass unter den physiologischen
Substraten der pflanzlichen Subtilasen neue pflanzliche Peptidhormone bzw. deren Vorlaufer
entdeckt werden kénnen, macht die Erforschung der pflanzlichen Subtilasen und die Aufklarung
ihrer Funktionen zu einem wichtigen Forschungsziel.

Auch wenn alle bisher identifizierten pflanzlichen Subtilasen aufgrund ihrer Sequenz den
Pyrolysinen und nicht den Kexinen zugeordnet wurden, so zeigt das Beispiel der Saugersubtilase

S1P jedoch, dass auch Mitglieder der Gruppe der Pyrolysine als PC fungieren kénnen.

Mit Hilfe der biochemischen Charakterisierung konnten inzwischen einige Subtilasen in Pflanzen mit
vergleichbar hoher Selektivitat flir spezifische Spaltstellen wie sie die PCs aufweisen, identifiziert
werden. Die Subtilase C1 aus Sojabohne beispielsweise, weist eine hohe Praferenz fir Glu-Glu und
Glu-GIn Bindungen auf (BoyD ET AL. 2002). Die Tomaten-Subtilasen SSBT1 und Ara 12, eine
Subtilase aus Arabidopsis thaliana, zeigen eine Praferenz flir GIn oder Leu bzw. Phe oder Ala in der
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P;-Position ihrer synthetischen Substrate (JANZIK ET AL. 2000, HAMILTON ET AL. 2003). Essentiell fir
die so genannten Saspasen aus Hafer ist Asp in der P;-Position ihrer Substrate. Ihre Rolle bei einer
proteolytischen Signalkaskade wahrend der Apoptose wird diskutiert (COFFEEN & WOLPERT 2004).
Fir einige wenige pflanzliche Subtilasen konnten /n vivo-Substrate identifiziert werden. Das
Tomatenprotein LRP, welches in der Zellwand lokalisiert ist, wird in Virus-infizierten Pflanzen von
einer pathogen-induzierbaren Subtilase der P69-Subfamilie prozessiert (TORNERO ET AL. 1996).

Die Subtilase A{S1P ist durch die Prozessierung des Transkriptionsfaktors AbZIP17, welcher die
Expression verschiedener Salzstressgene induziert, an der Signalkaskade wahrend der
Salzstressantwort in Arabidopsis beteiligt (LIU ET AL. 2007).

Die Aufreinigung und biochemische Charakterisierung von pflanzlichen Subtilasen sowie die
Untersuchung ihrer Substratspezifitat sind daher wichtige Schritte bei der Aufklarung ihrer
Funktion, auch wenn erst fir wenige dieser Enzyme physiologische Substrate entdeckt werden
konnten und daher weiterhin offen bleibt, ob sie dhnlich den PCs eine Rolle als prozessierende
Enzyme spielen.

Flir die meisten pflanzlichen Subtilasen wurde deren mutmaBliche physiologische Rolle
hauptsachlich anhand von gewebe- oder entwicklungsspezifischen bzw. stressinduzierten
Expressionsmustern postuliert.

Die Subtilase LIM9 aus Lilium longiflorum wird beispielsweise spezifisch wahrend einer spaten
Phase der Microsporenentwicklung in Tapetumzellen exprimiert und ihr wird daher eine mdgliche
Beteiligung an der Pollenentwicklung zugesprochen (TAYLOR ET AL. 1997). Das Expressionsmuster
zweier weiterer Subtilasen deutet auf eine Funktion bei der Knéllchenentwicklung im Rahmen der
Symbiose mit Actinomyceten hin. Die mRNAs von ag 12 aus Alnus glutinosa und ihrem Homolog
CG12 aus Casuarina glauca, eine in Australien endemische Art, werden nur in einem friihen
Stadium der Nodulation gebildet (RIBEIRO ET AL. 1995, LAPLACE ET AL. 2000). Fir zwei Subtilasen aus
Lotus japonicus wurde eine Induktion in Wurzeln bei Ausbildung einer arbuskuldaren Mykorrhiza
beobachtet und eine mdgliche Funktion bei Ausbildung der Symbiose diskutiert (KISTNER ET AL.
2005). Als weiteres Beispiel kann die Subtilase SCS1 aus Sojabohne genannt werden, die
ausschlieBlich in der Samenschale exprimiert wird (BATCHELOR ET AL. 2000). Ausflihrliche
Expressionsstudien wurden auch an Subtilasen der Modellpflanze Arabidopsis thaliana
durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte nachgewiesen werden, dass die Expression der Subtilasen
SLP2, SLP3 und ARA12 gewebe- und entwicklungsspezifisch reguliert wird (GOLLDACK ET AL. 2003,
HAMILTON ET AL. 2003). Die Arabidopsis Subtilasen XSP1 und AIR1 scheinen in Xylemdifferenzierung
bzw. Seitenwurzelbildung involviert zu sein, wie die spezifische Expression in den jeweiligen
Geweben andeutet (NEUTEBOOM ET AL. 1999, ZHAO ET AL. 2000).

Ein exakter Nachweis flr die Verbindung zwischen dem beobachteten Expressionsmuster und der

vermeintlichen Funktion der jeweiligen Subtilase fehlt jedoch in all den oben genannten Beispielen.
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Expressionsstudien alleine reichen daher nicht aus, um die Funktionen von pflanzlichen Subtilasen
zu identifizieren.

Genetische Daten lieferten die starksten Argumente flr die Hypothese, dass pflanzliche Subtilasen
PC-ahnliche Funktionen innehaben. Mit Hilfe so genannter "loss-of-function"-Mutanten konnte
einer Reihe von Arabidopsis-Subtilasen eine eindeutige Funktion in der hochspezifischen
Regulation von Entwicklungsprozessen in der Pflanze zugewiesen werden. So ist SDD1 an der
Steuerung der stomatdren Dichte und Verteilung beteiligt (BERGER & ALTMANN 2000, VON GROLL ET
AL. 2002). ALE1l spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Cutikula sowie bei der
Differenzierung der Epidermis wahrend der Embryogenese (TANAKA ET AL. 2001). LU ET AL. (2007)
konnten zeigen, dass die der schon erwahnten tierischen S1P Subtilase dhnliche AS1P (entspricht
AISBT6.2) an der Salzstressantwort beteiligt ist. Die Autoren beobachteten, dass eine der T-DNA-
Insertions-Mutanten empfindlich auf Salzstress reagierte und konnten demonstrieren, dass AS1P
im Golgi-Apparat lokalisiert und an einem durch Salzstress induzierten Signalweg beteiligt ist, der
der ER-Stressantwort ahnelt.

RAUTENGARTEN ET AL. (2008) untersuchten T-DNA-Insertions-Mutanten, welche verdnderte
Eigenschaften in der Samenschale aufweisen. So konnte der Subtilase ASBT1.7 eine Funktion bei
der Freisetzung von Schleim aus der Samenschale wahrend der Samenquellung und -keimung

zugeordnet werden.

Die Subtilasen in Tomate (Solanum lycopersicum L.) fanden Beachtung nachdem die bereits
erwahnten Untersuchungen von SCHALLER & RYAN (1994) nahe legten, dass eine PC an der
Regulation der Wundantwort und der Abwehr von herbivoren Insekten beteiligt sein kodnnte.
Tomatenpflanzen reagieren auf Verwundung durch InsektenfraB mit der Akkumulation von
Abwehrproteinen. Dabei spielt das Signalmolekil Systemin, das erste hormondhnliche Peptid in
Pflanzen, eine wichtige Rolle (PEARCE ET AL. 1991). Inzwischen ist bekannt, dass Systemin die
Rezeptor-vermittelte Aktivierung der Signalkaskade auslost, welche zur Jasmonsdure-Biosynthese
fuhrt und Jasmonsdure schlieBlich die Expression von Abwehrgenen induziert (RyAan 2000).
Systemin weist am C-Terminus ein Spaltmotiv auf, das typisch flir die Substrate der Sauger PC
Furin ist, was auf die Existenz einer PC-ahnlicher Proteasen in Tomatenpflanzen schlieBen lasst
(SCHALLER & RYAN 1994). Auf der Suche nach Proteinen, die mit Systemin interagieren und
moglicherweise in den Systemin-Signalweg involviert sind, konnte das schon erwdhnte Protein
SBP50 identifiziert werden, welches mit Antikdrpern gegen eine PC aus Drosophila interagierte
(SCHALLER & RYAN 1994, SCHALLER 1998). Diese Entdeckung war Ausloser fir die Suche nach PCs in
Tomatenpflanzen. Allerdings konnte bis heute fiir keine der Tomaten-Subtilasen eine den PCs

vergleichbare Funktion nachgewiesen werden.



1 EINLEITUNG

Die Subtilasefamilie in Tomate umfasst 15 Mitglieder und ist in fiinf Subfamilien unterteilt (JORDA ET
AL. 1999, MEICHTRY ET AL. 1999, Abb. 1.2). Fir die meisten von ihnen liegen auf DNA- und RNA-
Ebene detaillierte Daten vor (MEICHTRY ET AL. 1999).

Die P96-Familie ist die groBte Subfamilie. Das Expressionsprofil von P69A und P69D ist stark
entwicklungsabhangig und gewebespezifisch. Daher wird ihnen eine Rolle bei der
Pflanzenentwicklung zugesprochen (JORDA ET AL. 1999). P69E und P69F werden sehr restriktiv in
Wurzeln bzw. Hydathoden, also potentiellen Eintrittsorten flir Pathogene, exprimiert.
JORDA ET AL. (2000) diskutieren daher eine mdgliche Rolle dieser Subtilasen bei der primaren
Pathogenabwehr. Die Expression von P69B und P69C wird erst durch Pathogenbefall bzw.
Behandlung mit Salicylsdure oder dem Pilztoxin Fusicoccin induziert. Sie scheinen demzufolge in
die Pathogenanwort der Tomatenpflanze involviert zu sein (JORDA ET AL. 1999, JORDA & VERA 2000,
SCHALLER ET AL. 2000).

Tmp wurde wie ihr Ortholog in Lilie (Lim9) aufgrund ihrer spezifischen Expression in Antheren
wahrend spdter Phasen der Pollenentwicklung mit dieser in Verbindung gebracht
(RIGGS & HORSCH 1995, TAYLOR ET AL. 1997).

tmp
SET1

Abb. 1.2 Phylogenetischer Baum der Subtilasefamilie in Tomate (S. /ycopersicum)

Basierend auf dem Vergleich von Aminosdurensequenzen, die von der gDNA und cDNA abgeleitet wurden,
ist die phylogenetische Beziehung der Tomaten-Subtilasefamilie dargestellt. Die Zahlen stellen die PAM-
Distanzen (accepted point mutations per 100 residues) zwischen den Sequenzen dar. Die Sequenz von
SBT4D, wurde nicht in die Analyse mit einbezogen, da diese aufgrund einer Insertion einer
Retrotransposon-dhnlichen Sequenz zerschnitten wird (MEICHTRY ET AL. 1999).

Auch bei der SKBT-Subfamilie (friiher LeSBT-Subfamilie) beschrankten sich die funktionellen
Hinweise zunachst auf die Ergebnisse von Expressionstudien. Die Expression von SSBT1 ist auf
Bllten, Wurzeln sowie Bliiten- und Blattabscissionszonen begrenzt (MEICHTRY ET AL. 1999, JANZIK

2000, CepzicH, mindliche Mitteilung).
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SKEBT2-Transkipte waren anfanglich anhand von Northern Blot-Analysen nur in Blattern und
Kotyledonen detektiert worden (MEICHTRY ET AL. 1999). Spater konnte S/SB72 anhand von RT-PCR-
Analysen in allen untersuchten Organen, mit starkster Expression in griinen, jungen Organen und
in frihesten Stadien der Blutenentwicklung, nachgewiesen werden. Reportergen-Analysen ergaben
eine spezifische Aktivitdt des SSBT2-Promotors in den SchlieBzellen der Stomata, was fiir eine
mogliche Funktion der Subtilase bei Entwicklungsprozessen oder der Pathogenabwehr spricht
(ULLRICH 2006). Transkripte von S5BT4 wurden in Kotyledonen und Blattern detektiert (MEICHTRY
ET AL. 1999). Im Falle von S5SBT3 lagen bis jetzt nur Northern Blot-Analysen vor, durch die SSBT3-

Transkripte in allen untersuchten Geweben nachweisbar waren (MEICHTRY ET AL. 1999).

1.1 Zielsetzung

Die Rolle der Proprotein-Konvertasen ahnlichen Subtilasen in Pflanzen ist erst in wenigen Fallen flir
einzelne Enzyme aus Arabidopsis verstanden. Dagegen ist die Funktion von Subtilasen in
Tomatenpflanzen (SKSBTs) noch vollig ungeklart. Da Erkenntnisse vorliegen, welche vermuten
lassen, dass Subtilasen an der Regulation der Wundantwort und Pathogenabwehr in
Tomatenpflanzen beteiligt sind und aufgrund der wichtigen Stellung der tierischen und bakteriellen
Subtilasen fiir eine Vielzahl physiologischer Prozesse, ist die Aufkldrung der Funktion der SSBTs
von groBem wissenschaftlichen Interesse. Vor diesem Hintergrund war es das Ziel dieser Arbeit,
exemplarisch eine der Subtilasen aus Tomatenpflanzen zu charakterisieren und zur Aufklarung der
Funktion dieser Subtilase im lebenden System beizutragen.

Dafir sollte die Subtilase SSBT3 zunachst aus einer lberexprimierenden Tomatenzellsuspensions-
kultur aufgereinigt und biochemisch charakterisiert werden, um dann aus den biochemischen
Eigenschaften /n vitro Rickschliisse auf mdgliche Aufgaben der Protease /n vivo ziehen zu kénnen.
Ein besonderes Augenmerk sollte dabei der Untersuchung der Substratspezifitdit zukommen, da
diese essentiell flr die Suche nach den physiologischen Substraten und somit auch von groBer
Bedeutung fir die Aufkldarung der Funktion von SSBT3 ist. AuBerdem war es beabsichtigt, die
aufgereinigte Subtilase in Kooperation mit Dr. Christian Ottman (Chemical Genomics Centre, Max-
Planck-Institut fir Molekulare Physiologie, Dortmund) zu kristallisieren und strukturell zu
analysieren.

In Erganzung der biochemischen Daten sollte in einem ndchsten Schritt eine detaillierte
Expressionsanalyse in Tomatenpflanzen durchgeflihrt werden, um weitere Hinweise auf die
physiologische Rolle der Protease zu erhalten. Diesen Hinweisen sollte dann mit Hilfe von
transgenen Pflanzen, die einen flir SSBT3 verdnderten Expressionsspiegel aufweisen (SSBT3-

RNAi- und S5BT3-Uberexpressionspflanzen), nachgegangen werden.



2 MATERIAL UND METHODEN

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien, Enzyme, Oligonukleotide, Antikorper und Kits

Sofern nicht gesondert aufgefiihrt, stammten alle Chemikalien von Roth (Karlsruhe), Fluka und
Sigma (Taufkirchen), Serva (Heidelberg) und Merck (Darmstadt). Die ungefarbten molekularen
Marker Phosphroylase b, Albumin und Ovalbumin wurden von Pharmacia (Freiburg) bezogen. Falls
nicht anders angegeben, handelt es sich bei den Prozentangaben um Volumenprozente (v/v),
Gewichtsprozente (w/v) sind jeweils als solche angefiihrt.

Das Restriktionsenzym Sspl (25 U/ul) sowie die N-Glykosidase F (PNGase F, 500 U/ul) stammten
von New England BioLabs (Frankfurt a. M.). Alle anderen Enzyme stammten von Fermentas
(St. Leon-Rot) und hatten eine Aktivitat von 10 U/pl. Alle Enzyme wurden nach den Angaben des
Herstellers mit den entsprechenden Puffern verwendet.

Alpha [**P]-dCTP, 10 pCi/ul wurde von der Firma Hartmann Analytik (Braunschweig) bezogen. Das
Sondenmarkierungskit, RadPrime Labelling System, stammte von der Firma Invitrogen (Karlsruhe).
Die synthetischen Oligonukleotide wurden von der Firma Operon Biotechnologies (K6In) hergestellt
(Tab. 2.1).

Tab. 2.1 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide
T3 5’- ATTAACCCTCACTAAAGGGA -3’

T7 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’

P355 5- CTGAATTTTATATTTTTCATTTTCCCAACCTTTTCCG -3’
SBT3 forward 5'- ACTCCTCAAGATTACGTAAATCTCC -3'

SISBT3 reverse 5'- CAATAATAGGAGATGTTACTATCGGAC -3'

S/Aktin forward 5'- TGTGGGAGATGAAGCTCAATCG -3'

SIAktin reverse 5'- TCAAACTATCAGTGAGGTCACG -3'

SPR3a forward 5’- TGAGGCTTTCTGAATTCACTAC -3’

SPR3a reverse 5'- CCTTGACAAGCATTGTCATTG -3’

NPTII forward 5’- AAGAAGGCGATAGAAGGCGAT -3’

NPTII reverse 5’- TATGACTGGGCACAACAGAC -3’

Ein polyklonales Antiserum gerichtet gegen ein heterolog in £ coli exprimiertes Fragment von
SKBT3 wurde von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) erstellt (JANzik 2000). Das anti-

Kaninchen IgG Peroxidase-Konjugat stammte von der Firma Calbiochem (Darmstadt/Schwalbach).
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2.2 Protease Spot-Test und Peptide

Das synthetische Systemin-Peptid sowie die Alanin-substituierten Systeminanaloga stammten von
Enzyme Systems Products (Livermore, CA, USA). Glucagon, oxidierte Insulin-B-Kette, Mellitin,
Bradykinin, Neurotensin und Substance P stammten von Sigma (Taufkirchen) oder Enzyme
Systems Products (Livermore, CA, USA). Der Protease Spot-Test sowie die fluorogenen auf der
Aminosauresequenz von Systemin basierenden Peptide (Tab 2.2) wurden von der Firma JPT

(Berlin) bzw. Bachem (Weil am Rhein) bezogen.

Tab. 2.2 Aminosduresequenzen der fluorogenen Peptide

Die rot markierten Aminosiuren stellen die Anderungen im Vergleich zur Systeminsequenz dar.

Systemin (JPT) SKRDPPKMQTD

P1 (JPT) SKRDPPKMHTD

P2 (JPT) SKRDPPKKHTD

P3 (JPT) SKRDPPKKQTD

P4 (JPT) SKRDPPKKHKD

P5 (Bachem) SKRDPPKKQKD
2.3 Verbrauchsmaterial

Plastikverbrauchsmaterial wie Pipettenspitzen, ReaktionsgefaBe und Petrischalen wurden von der
Firma Sarstedt (NUmbrecht) bezogen. Alle nicht gesondert aufgefiihrten Materialien stammten von

den Firmen Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt) und Sigma (Taufkirchen).

24 Biologisches Material
24.1 Zellkultur

Eine SKBT3-lberexprimierende Zellsuspensionskultur wurde aus transgenem Tomaten-Kallus
angelegt, der durch Transformation des Wildtyps (Solanum peruvianum — friher Lycopersicon
peruvianum) mit dem ORF der S/SB73-cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors erhalten

wurde (SCHALLER, unveroffentlicht).
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2.4.2 Tomatenpflanzen

Alle verwendeten Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum — friher Lycopersicon esculentum Mill)
waren vom Kultivar UC82B. Die Wt-Samen wurden von Royal Sluis (Enkhuizen, Niederlande)

bezogen.

S/SBT3-Promotor::GUS

Die S/SBT3Promotor::GUS Pflanzen wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit erstellt
(SIEFERER & SCHALLER, unveréffentlicht). Hierfir wurde ein 1,9 kb groBes Promotorfragment des
SISBT3-Gens mit dem widA-Gen in dem bindren pBI101 Vektor (JEFFERSON ET AL. 1986) fusioniert
und transgene Tomatenpflanzen unter Verwendung der Agrobakterien-vermittelten Transformation
mit diesem Konstrukt hergestellt.

Zu Beginn dieser Arbeit standen Samen von Kanamycin-resistenten Linien der Ty,-Generation
GUS-5) und der T;-Generation (GUS-8, GUS-12, GUS-13, GUS-14) zur Verfligung.

S/SBT3-RNAiI

Die SKBT3-defizienten Pflanzen wurden mittels RNAi-Technik bereits im Vorfeld dieser Arbeit
erstellt (SIEFERER & SCHALLER, unverdffentlicht). Dabei wurde ein ca. 250 bp groBes Fragment vom
5-Ende der S/SBT3-cDNA in sense und in anti-sense Orientierung in pHANNIBAL
(WESLEY ET AL. 2001) kloniert. Die RNAi-Expressionskassette wurde dann in den Expressionsvektor
pART27 (GLEAVE 1992) kloniert und transgene Tomatenpflanzen unter Verwendung der
Agrobakterien-vermittelten Transformation hergestellt.

Zu Beginn dieser Arbeit standen Samen der T;-Generation von insgesamt 5 Kanamycin-resistenten
Linien zur Verfligung, namlich SSBT3 HP-9, SSBT3 HP-12, SSBT3 HP-13, SSBT3 HP-14 und
SBBT3 HP-21.

SKSBT3-Uberexpressionspflanzen

Die SABT3-Uberexpressionspflanzen wurden bereits im Vorfeld dieser Arbeit erstellt
(FRASSON & SCHALLER, unverdffentlicht). Dazu wurde der ORF der S/SB73-cDNA unter Kontrolle des
CaMV 35S Promotors und Terminators in den bindren Vektor pRD400, einem Derivat von pBIN19
(FRISCH ET AL. 1995), kloniert. Transgene Tomatenpflanzen wurden unter Verwendung der
Agrobakterien-vermittelten Transformation hergestellt.

Zu Beginn dieser Arbeit standen Samen der T;-Generation von insgesamt drei Kanamycin-

resistenten, homozygoten Linien zur Verfligung, namlich G2f1D, G18A und G19g1.
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2.4.3 Manduca sexta

Die Eier von Manduca sexta, Johanson (Lepidoptera: Sphingidae) wurden vom Max-Planck-Institut
fir Chemische Okologie (Jena) zur Verfiigung gestellt. Das Kunstfutter, das fiir die Aufzucht der
Larven verwendet wurde, stammte vom "Manduca Project" (University of Arizona, AZ, USA). Die

Zusammensetzung des Kunstfutters ist auf der Internetseite www.manducaproject.com aufgelistet.

2.5 Anzucht des biologischen Materials
2.5.1 Zellkultur

Die SSBT3-Tomatenzellsuspensionskulturen wurden in sterilem Nover-Medium (NOVER ET AL. 1982)
in Glas-Erlenmeyerkolben mit Schaumstoffstopfen in einem Schiittler bei einer konstanten
Temperatur von 25°C und einer Rotationsgeschwindigkeit von 100 upm angezogen. Die
Zellerhaltungskulturen wurden wdchentlich umgesetzt, dabei wurden 4 ml der SKSBT3-
Erhaltungskultur mittels einer Sterilpipette in 50 ml frischem Nover-Medium resuspendiert. Der
transgenen Erhaltungskultur wurden jeweils 50 pg/ml Kanamycin zugesetzt.

Fir die Hauptkulturen die als Ausgangsmaterial fiir die Reinigung von SSBT3 dienten, wurden
20 ml der SBBT3-Erhaltungskultur unter Zugabe von 75 pg/ml Kanamycin in 200 ml frischem
Nover-Medium resuspendiert. Die Hauptkulturen wurden in einem Gesamtvolumen von ca. 3|

angeimpft und nach acht Tagen geerntet.

2.5.2 Tomatenpflanzen

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Tomatenpflanzen im Gewachshaus oder in
Klimakammern bei einer Tageslange von 16 h angezogen.

Ab einem Alter von vier Wochen wurden alle Pflanzen wdéchentlich im GieBverfahren gediingt
(NPK-Diinger: GABI Plus® 12-8-11, 2 ml/l GieBwasser). Chemische und biologische Pflanzen-
schutzmaBnahmen wurden vor oder wahrend der Experimente nicht durchgefiihrt. Ebenfalls wurde
darauf verzichtet, die Pflanzen auszugeizen. Fir die verschiedenen Experimente wurden Tomaten-
pflanzen aus unterschiedlichen Entwicklungsstadien und unterschiedlichen Wachstums-

bedingungen verwendet (Tab. 2.3).

Samenernte und -stratifikation
Samen wurden aus reifen Friichten geerntet, gewaschen und getrocknet und bei Raumtemperatur
(rt) in Papiertiitchen aufbewahrt. Falls die verwendeten Samen jlinger als ein halbes Jahr waren,

wurden sie vor der Aussaat flr zwei Tage bei 4 °C stratifiziert.
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Tab. 2.3 Alter und Wachstumsbedingungen der Tomatenpflanzen in den verschiedenen Experimenten

Experiment Pflanzenalter ® Pflanzenorgan Wachstumsbedingungen
Northern Blot-Analyse 3 Wurzel Klimakammer
Southern Blot-Analyse 4-6 Blatt Gewéchshaus 2
Western Blot-Analyse 4-6 Blatt/Wurzel Gewéchshaus 2
FC-, SA-Behandlung 2 Blatt Klimaraum ¥
Bakterieninfiltrationsversuch 3 Blatt Gewachshaus ?
Mechanische Verwundung 2 Blatt Gewachshaus ¥
Verwundung durch M. sexta 3 Blatt Gewachshaus ¥
Proteinaseinhibitor-Test 2 Blatt Gewdachshaus ¥
M. sexta Larvenentwicklung 6 gesamte Pflanze  Gewéchshaus ¥
M. sexta "Choice"-Test 6 Blatt Gewdéchshaus ¥
Pflanzenalter in Wochen, zu Beginn des Experiments

Klimakammer V) Pflanzen steril auf MS-Medium gewachsen, Temperatur: 25° C £ 2° C,

Lichtintensitit: ~ 90 pmol*m™*s™!

Gewachshaus 2 Temperatur: 25 °C + 2 °C, Lichtintensitét: ~ 250 pmol*m2*s!
Klimaraum ) Temperatur: 24 °C, Lichtintensitat: 110 pmol*m™2*s*
Gewdachshaus ¥ Temperatur: 28 °C + 2 °C (Tag), 20 °C + 2 °C (Nacht), Lichtintensitét: 300 pmol*m2*s™

Desinfektion der Samen

Um eine Virusinfektion der Tomatenpflanzen zu vermeiden, wurden alle Samen einem Hitzeschritt
und einer Trinatriumphosphat (TNP) -Behandlung unterzogen. Dazu wurden die Samen (ber Nacht
bei 70 °C im Trockenschrank inkubiert. Am ndchsten Tag wurden die Samen 3 h in 10 % TNP
eingeweicht, anschlieBend flinfmal in einem groBen Volumen H,0 gewaschen und im Gewdchshaus
direkt auf Erde ausgesat.

Bei Samen, welche auf MS-Medium angezogen wurden, erfolgte zusatzlich eine Oberflachen-
Sterilisation mit Natrium-Hypochlorit. Dazu wurden die Samen zunachst 3 min in 70 % Ethanol und
dann 10 min in 1,5 % Natrium-Hypochlorit, versetzt mit finf Tropfen Tween 20/100 ml, bei rt
geschiittelt. AnschlieBend wurden die Samen flnfmal mit sterilem ddH,0 unter der Sterilbank

gewaschen und direkt auf das Medium ausgesat.
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2.5.3 Manduca sexta

Nachdem die Larven geschliipft waren, wurden sie zundchst auf Kunstfutter (Kap. 2.4.3)
aufgezogen, bis sie das dritte Larvenstadium (L3) erreicht hatten. Dabei wurden jeweils 20 Larven
in einer Petrischale mit vier ca. 2 cm?® groBen Stiicken Kunstfutter im Labor bei rt gehalten. Die
Petrischalen wurden mit Parafilm verschlossen. Die Larven wurden tdglich in neue Petrischalen mit
frischem Kunstfutter umgesetzt, um ein Verderben des Kunstfutters zu verhindern.

Zur Verpuppung wurden die Larven am Ende des fiinften Larvenstadiums, dem so genannten
"wandering"-Stadium, in Papierhandtiicher gewickelt und in Plastikboxen mit Luftldchern im
Dunkeln bei 25 °C aufbewahrt. Nach erfolgter Verpuppung wurden die Papiertiicher entfernt und
die Puppen in Flugkafigen zum Schlipfen abgelegt. Die Flugkafige bestanden aus Insektennetzen,
die im Gewachshaus aufgehdngt waren und in denen zwei ca. sechs Wochen alte Tomatenpflanzen
fur die Eiablage aufgestellt wurden. Die frisch gelegten Eier wurden einmal taglich abgesammelt,

um gleich alte Larven flir die nachsten Experimente zu erhalten.

2.6 Methoden zur Proteinaufreinigung von S/SBT3
2.6.1 Zellkulturernte

In der verwendeten SSBT3-liberexprimierenden Zellsuspensionskultur wurde SSBT3 in hohem
MaBe in das Kulturmedium sekretiert, aus welchem das Protein leicht gewonnen werden konnte.
Die Trennung von Zellen und Zelltrimmern von den im Kulturliberstand vorhandenen I6slichen
Proteinen erfolgte durch Filtration (Rundfilter, Macherey-Nagel, Diren) mittels Wasserstrahlpumpe.
Das Volumen des gewonnenen Filtrats wurde bestimmt, auf 4 °C abgekiihlt und unmittelbar einer

fraktionierten Ammoniumsulfatfallung unterzogen.

2.6.2 Fraktionierte Ammoniumsulfat-Prazipitation

Im ersten Schritt der fraktionierten Ammoniumsulfatfallung wurden die bei 60 % Sattigung
ausfallenden Proteine prazipitiert (Zentrifugation bei 10.800 x g, 45 min, 4 °C) und in einem
weiteren Zentrifugationsschritt die Proteinfraktion gewonnen, welche bei 85 % Sattigung
prazipitierte. Das Sediment des zweiten Fallungsschrittes wurde fiir weitere Reinigungsschritte bei
4 °C aufbewahrt.
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2.6.3 Dialyse

Fir die Dialyse wurden die Sedimente der Ammoniumsulfat-Prazipitation aus ca. 6 | Kultur-
Uberstand vereinigt und in 60 ml Puffer Agation (25 mM Na,HPO./NaH,PO,4, pH 7,0; 5 mM EDTA)
resuspendiert. Bei der nachfolgenden Zentrifugation (2.600x g, 15 min, 4°C) wurden
Polysaccharide und restliche Zelltrimmer von den gelésten Proteinen getrennt. Die gewonnene
Proteinlésung wurde in Dialyseschlauche (ZelluTrans, Roth, MWCO 12.000-14.000) dberfiihrt und

bei 4 °C zweimal je 4 h und einmal lber Nacht gegen je 4 | Puffer Acation dialysiert.

2.6.4 Kationen-Austauschchromatographie im Batch-Verfahren

Flir das Batch-Verfahren wurde loses Kationen-Austauschermaterial (SP Sepharose fast-flow
suspension, GE Healthcare, Freiburg) eingesetzt. Die Matrix wurde zunachst nach den Hersteller-
angaben mit H,O und Puffer Agation gewaschen, mit Puffer Byaion (Puffer Agaion + 1 M NaCl) aktiviert
und schlieBlich mit Puffer Axation dquilibriert (Uberkopfschiittler, 4 °C).

Die zuvor dialysierte Proteinldsung wurde dann mit der gewaschenen Matrix versetzt und 3 h bei
4 °C auf einem Wipptisch (WT12, Biometra, Gottingen) geschiittelt. Die Matrix wurde anschlieBend
durch Zentrifugation (200 x g, 2 min, 4 °C) sedimentiert und der Uberstand (U;) abgenommen.
Nach einem Waschschritt (W;) mit Puffer Agaion Wurden die gebundenen Proteine in zwei Schritten
mit Puffer Bgation €luiert und nach einem weiteren Zentrifugationsschritt von der Matrix abgetrennt.
Der Uberstand (U,) aus der ersten Beladung der Matrix wurde mit einer frischen Matrix versetzt
und das oben beschriebene Verfahren wiederholt.

Die aus dem Batch-Verfahren gewonnenen Eluate wurden in Dialyseschlauche (ZelluTrans, Roth,
MWCO 12.000-14.000) Uberflhrt und bei 4 °C zweimal je 4 h und einmal Uber Nacht gegen 4 |
Puffer Aanion (25 mM Tris/HCI pH 9,2; 5 mM EDTA) dialysiert. Die auf diese Weise umgepufferte
Proteinlésung wurde anschlieBend filtriert (Cellulose Acetat Filter, 0,45 um, Sartorius, Géttingen;
Spritzenvorsatzfilter Swinnex 25, Millipore, Schwalbach) und so Reste der Matrix entfernt. Die
dialysierten Eluate wurden anschlieBend vereinigt und mittels Zentrifugation (2.600 x g, 60 min,
4 °C) in 20 ml Konzentratoren (Vivaspin20, MWCO 10.000, Vivascience, Hannover) bis auf ein

Volumen von 5 ml eingeengt.

2.6.5 Anionen-Austauschchromatographie

Fir die Anionen-Austauschchromatographie wurde das Chromatographiesystem AKTApurifier
(Box-900, pH/C-900, UV-900, P-900, GE Healthcare, Freiburg) eingesetzt.
Die eingeengte Proteinldsung aus dem Batch-Verfahren (5 ml) wurde zunachst auf eine mit Puffer

Annion aquilibrierte Anionentauscher-Sdule (Resource Q, 6 ml Sdulenvolumen, GE Healthcare,
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Freiburg) appliziert und anschlieBend mittels eines linearen Salzgradienten (bis 1 M NaCl in
Puffer Banion (Puffer Aanion + 1 M NaCl) Uber 20 Sdulenvolumen eluiert. Die dabei gewahlte
FluBgeschwindigkeit betrug 3 ml/min. Alle Chromatographieschritte wurden bei rt durchgefihrt.
Fraktionen, welche die hdchste Menge an aktivem (Kap. 2.7.1 und 2.9.2) SSBT3 enthielten,
wurden vereinigt, mittels Zentrifugation in 20 ml Konzentratoren bis auf ein Volumen von ca.
500 pl eingeengt und gleichzeitig in einem Aufbewahrungspuffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,5)
umgepuffert. Die Proteinkonzentration der aufkonzentrierten Probe wurde anschlieBend gemessen

(Kap. 2.9.2) und das aufgereinigte S5SBT3 fiir die weitere Verwendung bei - 80 °C aufbewahrt.

2.7 Enzymaktivitatstests
2.7.1 Test mit fluorogenem Systemin-Peptid

Fir die Messung der SKBT3-Aktivitdt wurde ein fluorogenes Peptid basierend auf der
Aminosauresequenz des Systemin-Peptids (SKRDPPKMQTD) eingesetzt. Dieses weist am
N-Terminus eine Fluoreszenz-Gruppe (Abz(o-aminobenzoyl)) und am C-Terminus eine Quencher-
Gruppe (Y(NO,)) auf. Bei der Anregung der Abz-Gruppe kommt es zur Emission von Fluoreszenz,
welche im ungespaltenen Peptid durch den in Nachbarschaft gebundenen Quencher abgefangen
wird. Erst nach einer hydrolytischen Spaltung des Peptids durch die Aktivitdt der SSBT3-Protease
kommt es zur rdumlichen Trennung der Fluoreszenz- und der Quencher-Gruppe, so dass die
Emission mittels Fluoreszenzphotometer gemessen werden kann.

Die Messung der SKSBT3-Aktivitdt erfolgte in Mikrotiterplatten (white Microwell SI, Nunc,
Wiesbaden) an einem Fluoreszenzphotometer (Cary Eclipse, Varian, Darmstadt) Uber einen
Zeitraum von 30 min bei einer Anregungswellenlange von 320 nm und einer Emissionswellenlange
von 420 nm. Wenn nicht anders angegeben, wurde der Aktivitatstest in einem Gesamtvolumen
von 200 pl bei einer Substratkonzentration von 10 uM in einem Messpuffer (50 mM Tris/HCI,
pH 8.0) und einer SSBT3 Konzentration von 24 ng/ul durchgefiihrt.

2.7.2 MALDI-TOF-MS

Alle Untersuchungen am MALDI-TOF-MS wurden am Functional Genomics Center (Protein Analysis
Group) der Eidgendssischen Technischen Hochschule Ziirich (Schweiz) durchgefiihrt.

Die enzymatische Spaltung verschiedener synthetischer Peptide (Systemin, Glucagon, oxidierte
Insulin-B-Kette, Mellitin, Bradykinin, Neurotensin und Substance P) durch SSBT3 wurde mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie (Ultraflex TOF/TOF, Bruker Daltonics, Bremen) untersucht. Diese
Methode erlaubt es, entstandene Peptidfragmente nachzuweisen und zu identifizieren. Auf diese
Weise konnen erste Hinweise auf die Praferenz von SKSBT3 fir die Aminosduren in der
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P;- bzw. P;-Position (Aminosdauren auf der Amino-, bzw. Carboxyseite der Spaltstelle;
SCHECHTER & BERGER 1967) abgeleitet werden.

Wenn nicht anders angegeben, wurde die Reaktion in einem Gesamtvolumen von
50 pl Reaktionspuffer (25 mM Tris/HCI, pH 7,5) mit 1-2 pmol SSBT3 und 2,5 nmol des ent-
sprechenden Peptids durchgefiihrt. Der Versuchsansatz wurde bei rt inkubiert. Zu bestimmten
Zeitpunkten (to, tiomin, t3omin, tan, tisn) wurden 0,8 pl Aliquote entnommen und auf der MALDI-TOF-
MS Probenplatte (Goldchip) mit gleichem Volumen der Kristallisationsmatrix (2 Teile gesattigte
2,5-Dihydroxybenzoesdure mit 0,1 % Trifluoressigsaure, 1 Teil Acetonitril mit 0,1 % Trifluor-
essigsaure) gemischt, was eine Co-Kristallisation von Matrix und Peptiden auf der Probenplatte
bewirkt (BEAVIS ET AL. 1992). Die Kristalle wurden dreimal mit kaltem ddH,O gewaschen und
getrocknet, bevor das Massenspektrum aufgenommen wurde.

2.7.3 Protease Spot-Test

Der Protease Spot-Test beruht auf einem dhnlichen Prinzip wie der Enzymaktivitatstest mit
fluorogenem Systemin-Peptid (Kap. 2.7.1). Allerdings waren hier die fluoreszenzmarkierten
Abz (o0-aminobenzoyl) Peptidsubstrate Uber den C-Terminus an Cellulose-Membranen gebunden.
Diese wurden vom Hersteller (JPT, Berlin) als kleine ausgestanzte Scheiben in 96-well
Mikrotiterplatten geliefert. Pipettierte man eine

Lédsung mit proteolytischer Aktivitdt zu den o /

Peptidsubstraten hinzu, wurde der fluoreszenz-

markierte Teil von der Cellulose-Membran zsu/:::;wn

abgespalten, konnte in Aliquoten aus dem e

Uberstand entnommen und die Fluoreszenz zu Spaltung

definierten  Zeitpunkten in einer neuen 3:{"'_
Mikrotiterplatte am Fluoreszenzphotometer 9 6h 24h 30h
gemessen werden (Abb. 2.1). l l

Zu Beginn des Versuchs wurden die Cellulose-
Membranen in der  Mikrotiterplatte  nach @ ! :
Herstellerangaben unter Schwenken einmal 5 min 1. Messung 2. Messung 3. Messung

mit 200 pl Methanol und viermal 10 min mit 200 pl =~ ppp 2.4 Prinzip des Protease Spot-Tests

Messpuffer (50 mM Tris/HCI, pH 8,0) gewaschen.  (JPT Protocol, www.jpt.com/products/enzyme_

. . profiling/protease_profiling/proteasespots.htm)
AnschlieBend wurden 200 pl  Reaktionsansatz
bestehend aus Messpuffer und einer SKSBT3-Konzentration von 24 ng/ul auf die Cellulose-
Membranen pipettiert und im Dunkeln bei rt inkubiert. Dabei wurde die Mikrotiterplatte mit

Parafilm verschlossen, um einer Verdunstung vorzubeugen.
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50 pl Aliquote wurden zu Beginn des Versuchs (0 h) sowie nach 6 h, 24 h und 30 h enthommen
und in einer Mikrotiterplatte (white Microwell SI, Nunc, Wiesbaden) am Fluoreszenzphotometer bei
einer Anregungswellenlange von 320 nm und einer Emissionswellenlange von 420 nm gemessen.
Die ermittelten Umsatzraten wurden verglichen und in Relation zu der Umsatzrate von Systemin

gesetzt. Die Umsatzrate von Systemin wurde gleich 1 gesetzt.

2.8 Test auf Glykosylierung bzw. Phosphorylierung von S/SBT3

Mittels Enyzmverdau wurde die eventuelle Glykosylierung bzw. Phosphorylierung von SSBT3
untersucht. Sowohl die Deglykosylierung mittels N-Glykosidase F als auch die Dephosphorylierung
mittels alkalischer Phosphatase wurde nach Angaben des Herstellers (Fermentas, St. Leon-Rot,
bzw. New England BiolLabs, Frankfurt a. M) unter Verwendung der mitgelieferten Puffer
durchgefiihrt. Die verdauten und unverdauten Ansdtze von SSBT3 wurden in einem 7 %-igen
SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und und so das Laufverhalten von SSBT3 vor und nach

Enzymbehandlung verglichen.

2.9 Proteinanalytische Methoden
2.9.1 Proteinextraktion
2.9.1.1 Gesamt-Proteinextraktion

Circa 75 mg gefrorenes oder frisches Pflanzengewebe wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaBen mit
einem Plastikpistill homogenisiert und zligig 300 pl kalter Extraktionspuffer (50 mM Tris/HCl pH
7,5, 100 mM NaCl, 10 mM B-Mercaptoethanol, 0,5 % Triton X-100, 1 x Proteinaseinhibitor Cocktail)
zugesetzt. Der Ansatz wurde abzentrifugiert (15.000 x g, 5 min, 4 °C) und die Proteinkonzentration
im Uberstand nach BRADFORD (1976) bestimmt (Kap. 2.9.2). Die Proben wurden mit Ladepuffer
(50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 100 mM Dithiothreitol; 2 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau;
10 % Glycerin) versetzt, im Wasserbad bei 100 °C denaturiert, auf Eis abgekihlt und durch
SDS-PAGE analysiert.
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2.9.1.2 Proteinextraktion aus Kot von Manduca sexta-Larven

Frischer Kot von Manduca sexta-Larven wurde gesammelt, sofort in fllissigem Stickstoff
eingefroren und Proteine nach der Methode von CHEN ET AL. (2005) extrahiert. Dafiir wurden ca.
300 mg gefrorener Kot vorsichtig gemorsert und mit 300 pl Extraktionspuffer (100 mM Tris/HCI,
pH 7,5; 1 mM EDTA; 1 % B-Mercaptoethanol; 1 x Proteinaseinhibitor Cocktail) versetzt.

Der Ansatz wurde zentrifugiert (15.000 x g, 10 min, 4 °C) und die Proteinkonzentration im
Uberstand nach BRADFORD (1976) bestimmt (Kap. 2.9.2). Die Proben wurden mit Ladepuffer
(50 mM Tris/HCI, pH 6,8; 100 mM Dithiothreitol; 2 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) Bromphenolblau;
10 % Glycerin) versetzt, der Ansatz 5 min bei 95 °C erhitzt, auf Eis abgekihlt und einer Western

Blot-Analyse unterzogen.

2.9.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Gesamtkonzentration an I6slichem Protein wurde mittels einer
photometrischen Methode nach BRADFORD (1976) durchgefiihrt. Die Extinktion bei 595 nm wurde
mit einem UV-Vis Spektrophotometer (DU530, Beckmann) gemessen. Die Proteinkonzentration

wurde anschlieBend anhand einer BSA-Eichgeraden errechnet.

2.9.3 Western Blot-Analyse
2.9.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen erfolgte durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) im diskontinuierlichen Gelsystem nach LAEMMLI (1970) mit 7 bzw. 9 %-igen (w/v)
Trenngelen in Mini-PROTRAN® 3 Cell-Apparaturen (BioRad, Miinchen). Die Elektrophorese erfolgte
fir ca. 2 h bei 100V in Laemmli-Puffer. Zur spateren Molekulargewichtsbestimmung diente ein
Protein-Standard (Page Ruler™ Prestained Protein Ladder, # SM671, Fermentas, St. Leon-Rot).

2.9.3.2 Proteindetektion mittels Coomassie-Brilliant-Blue-Farbung

Nach der Elektrophorese wurden die im Gel aufgetrennten Proteine mit Coomassie-Brilliant-Blue
R250 angefarbt. Daflir wurden die Gele Uiber Nacht in der Coomassie-Brilliant-Blue-Farbelésung
(0,25 % (w/v) Coomassie-Brilliant-Blue R 250, 10 % Essigsaure, 45 % Methanol) unter leichtem
Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurden die Gele in mehreren Schritten in Entfarbelésung
(10 % Essigsaure, 30 % Methanol) entfarbt.
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2.9.3.3 Proteintransfer auf Nitrocellulose-Membranen

Der Transfer gelelektrophoretisch aufgetrennter Proteine aus SDS-PAGE Gelen auf Nitrocellulose-
Membran (PROTRAN® Nitrocellulose Transfer Membran, Whatman, Dassel) wurde nach dem
"semi-dry"-Verfahren durchgefiihrt. Sechs Stiicke Blotting-Papier (3MM, Whatman, Dassel) wurden
in Anodenpuffer 2 (25 mM Tris/HCI, pH 10,4; 20 % Methanol) angefeuchtet und auf die
Graphitanode gelegt. Danach folgten drei Lagen Blotting-Papier, welche in Anodenpuffer 1
(300 mM Tris/HCI, pH 10,4; 20 % Methanol) angefeuchtet wurden. Die Nitrocellulose-Membran
wurde als nachstes nach kurzem Schwenken in ddH,O und Anfeuchten in Anodenpuffer 1 auf den
Blotting-Papier-Stapel gelegt. Danach folgte das SDS-PAGE Gel und sechs Lagen Blotting-Papier,
welche in Kathodenpuffer (40 mM 6-Aminohexansaure, 20 % Methanol) angefeuchtet wurden. Die
Graphitkathode wurde zum Schluss auf den Stapel platziert und die gelelektrophoretische
Ubertragung bei 100 mA/Gel {iber 90 min durchgefiihrt.

2.9.3.4 Immunodetektion mit Hilfe des S/SBT3-Antiserums

Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden bei rt durchgefihrt. Zunachst wurden
unspezifische Bindungsstellen durch eine mindestens zweistlindige Inkubation der Nitrocellulose-
Membran in Blockierungslésung (1x TBS (20 mM Tris/HCI pH 7,4; 135 mM NaCl), 0,1 % Tween 20,
6 % Milchpulver, Regilait, Saint Martin Belle Roche, Frankreich) abgesattigt. Die Inkubation der
Membran mit den primdren Antikdrpern (anti-SSBT3, Verdiinnung 1:2.000) erfolgte in frischer
Blockierungslésung tber 2 - 3 h.

AnschlieBend wurden unspezifisch gebundene Antikdrper in zwei 10-minitigen Waschschritten
(1x TBS, 0,1 % Tween 20) entfernt und die Membran erneut 10 min in frischer Blockierungslésung
inkubiert. Die Inkubation der Membran mit den Peroxidase-gekoppelten sekunddren Antikérpern
(Verdiinnung 1:10.000) erfolgte in frischer Blockierungslésung Uber 1 h. Die Membran wurde
danach erneut dreimal 10 min mit Waschlésung und einmal 2 min in 1x TBS gewaschen, bevor sie
1 min lang in ECL-L6sung (100 mM Tris/HCI, pH 8,5; 200 uM p-Coumarsaure; 1,25 mM Luminol;
0,01 % H,0,) geschwenkt und zwischen zwei Plastikfolien gelegt wurde. AnschlieBend wurde die

Membran ca. 10 - 30 s gegen einen Rontgenfilm (CL-Xposure™ Films, Pierce, Bonn) exponiert.
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2.10 Molekularbiologische Methoden
2.10.1 Isolierung von Nukleinsdauren
2.10.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA (Mini-Prep)

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte nach der Methode von BIRNBAUM & DoLY (1979).

2.10.1.2 Isolierung von genomischer DNA (CTAB-Methode)

300 mg junges Blattmaterial wurden in fliissigem Stickstoff zu feinem Pulver zerrieben und ziigig
800 yl  vorgewarmter (65 °C) CTAB-Extraktionspuffer (2 % (w/v) CTAB (Cetyl-Trimethyl-
Ammonium-Bromid); 100 mM Tris/HCI, pH 8,0; 20 mM EDTA; 1,4 M NaCl, 2% B-Mercaptoethanol)
zugegeben. Der Ansatz wurde gemischt und 30 min bei 65 °C inkubiert. Danach wurde ein
Volumen Chloroform zugegeben, gut gemischt und anschlieBend zentrifugiert (15.000 x g, 5 min,
rt). Die wassrige Phase wurde mit 1/10 Volumen vorgewdrmtem CTAB-NaCl-Puffer (10 % (w/v)
CTAB; 0,7 M NaCl) versetzt, mehrmals invertiert und ein weiteres Mal mit einem Volumen
Chloroform extrahiert. Nach der Zentrifugation (15.000 x g, 5 min, rt) wurde die wassrige Phase
mit einem Volumen CTAB-Prazipitationspuffer (1 % (w/v) CTAB; 50 mM Tris/HCl, pH 8,0;
10 mM EDTA) versetzt und vorsichtig invertiert. Nach der Zentrifugation (15.000 x g, 5 min, rt)
wurde das DNA-Prazipitat in 300 pl high-salt-TE (10 mM Tris/HCI, pH 8,0; 0,1 mM EDTA;
1 M NaCl) gelést. Mit 0,6-fachem Volumen Isopropanol wurde die DNA Uber Nacht bei rt erneut
gefallt und das Prazipitat anschlieBend abzentrifugiert (15.000 x g, 5 min, 4 °C). Die gefallte DNA
wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 60 pl TE/RNAse (10 mM Tris/HCI, pH 8,0;
0,1 mM EDTA; 10 pg/ml RNAse) gelost. Dieser Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert und die
DNA erneut mit 1/3 Volumen 10 M Ammoniumacetat und 2,5-fachem Volumen 100 % Ethanol
30 min auf Eis gefallt. Nach der Zentrifugation (15.000 x g, 20 min, 4 °C) wurde das Prazipitat mit

70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 pl ddH,O aufgenommen.

2.10.1.3 Isolierung von RNA

Fir die RNA-Isolierung wurden ca. 300 mg Blatt- bzw. Wurzelmaterial in fllissigem Stickstoff zu
feinem Pulver zerrieben und in 750 pl Extraktionspuffer (75 mM NaCl, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0;
25 mM EDTA; 1% SDS; 1 M B-Mercaptoethanol) aufgenommen. Dann wurde ein Volumen
Phenol/Chlorform/Isoamylalkohol (50/24/1) zugegeben und der Ansatz gut gemischt. Nach der
Zentrifugation (10.000 x g, 4 °C, 10 min) wurde die wassrige Phase abgenommen, zweimal mit
einem Volumen Phenol/Chlorform/Isoamylalkohol (50/48/2) extrahiert und erneut zentrifugiert.
Zur Fallung der RNA wurde die wassrige Phase mit ¥4 Volumen 10 M LiCl versetzt und 2 h bei 4 °C
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auf Eis inkubiert. Das Prazipitat wurde erneut abzentrifugiert, mit 70 % Ethanol gewaschen und in
400 pl DEPC-Wasser (0,01 % Diethylpyrocarbonat) gelést. Es folgte eine Ethanol-Fallung
(1/10 Volumen 3 M Natriumacetat, pH 4,8; 2,5-faches Volumen 100 % Ethanol) tber ca. 2 h bei
-20 °C. Danach wurde die gefdllte RNA mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in
20 pl DEPC-Wasser gelost.

2.10.2 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA- bzw. RNA-Fragmenten wurden 0,8 bis 1,5 %-ige (w/v) Agarosegele in
TAE-Puffer (40 mM Tris; 20 mM Essigsaure, 10 mM EDTA) mit 0,1 pg/ml Ethidiumbromid unter
Verwendung horizontaler Elektrophoresekammern benutzt. Als GroBenstandard diente ein
1 kb-DNA- sowie ein 100 bp-DNA-Standard (Gene Ruler™ DNA Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot)
als auch die mit Psfl verdaute DNA des A-Phagen.

2.10.3 Auswahl transgener Linien auf Selektionsmedium

Zur Vorselektion wurden samtliche transformierten Linien (S/SB73-Promotor::GUS-, SSBT3-RNAI-
und SBBT3-Uberexpressionspflanzen) auf Selektionsmedium (0,44 % (w/v) MSMO; 3 % (w/v)
Saccharose, 6 % (w/v) Agar; 0,0075 % (w/v) Kanamycin; pH 5,8 (KOH)) ausgesat. Nach drei bis
vier Wochen wurden die kanamycinresistenten Linien identifiziert und nur diese fir weitere

Analysen verwendet.

2.10.4 RT-PCR

2 ug RNA wurden mit Hilfe der Reversen Transkriptase "RevertAID™ M-MuLV" nach Protokoll des
Herstellers (Fermentas, St. Leon-Rot) in einem Gesamtvolumen von 20 pl in cDNA umgeschrieben.
Die Standard-PCR wurde in einem Volumen von 25 pul in Gegenwart von 5 pl 5 x PCR-Puffer
(15mM MgCl;; 100 mM (NH4),SO4; 0,08 % Triton X-100; 20 % DMSO; 250 mM KClI;
50 mM Tris/HCI, pH 8,3); 0,5 pl dNTPs (10 mM), jeweils 1 pl Tag-Polymerase und je
0,5 pl Forward und Reverse Primer (10 uM) verwendet. Die Menge an als Matritze eingesetzter
DNA variierte je nach Ausgangsmaterial:

Fir die Herstellung von DNA-Sonden wurde eine DNA-Konzentration von 1 ng/upl verwendet.
Wurde die PCR benutzt, um cDNA nach erfolgter Reverser Transkription zu amplifizieren, dienten
2 ng/ul cDNA als Matritze.
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Die verwendeten Primer sind in Kapitel 2.1 aufgelistet. Es wurden folgende PCR-Programme

verwendet (Tab. 2.4).

Tab. 2.4 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendeten PCR-Programme

Sondenherstellung

SISBT3-Sonde PR-3a-Sonde NPTII-Sonde
Denaturierung 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min
95°C, 20 s 95°C, 20 s 95°C, 20 s
Annealing 55°C, 40 s 54 °C, 40 s 57°C,40s
Elongation 72°C,30s 72°C,30s 72°C,60s
30 Zyklen 30 Zyklen 20 Zyklen
RT-Reaktionen
SKBT3 Aktin PR-3a
Denaturierung 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min 95 °C, 2 min
95°C, 20 s 95°C, 20 s 95°C, 20 s
Annealing 64 °C, 40 s 58 °C, 30 s 58 °C, 30 s
Elongation 72°C,90 s 72°C,45s 72°C,45s
35 Zyklen 30 Zyklen 30 Zyklen

2.10.5 Southern Blot-Analyse
2.10.5.1 Restriktionsverdau von genomischer DNA

Zur Fragmentierung der genomischen DNA wurden 10 ug DNA mit je 50 U des Restriktionsenzyms
und entsprechendem Puffer in einem Endvolumen von 100 pl bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Am
folgenden Tag wurden nochmals 50 U des gleichen Enzyms zugesetzt und flir weitere 2 h bei
37 °C inkubiert. Die verdaute DNA wurde anschlieBend mit einem Volumen Isopropanol gefallt und

das Prazipitat in 20 pl ddH,O aufgenommen.

2.10.5.2 Auftrennung der DNA-Fragmente und Transfer auf Nitrocellulose-
Membranen

Die durch den Restriktionsverdau erhaltenen DNA-Fragmente wurden in einem 0,8 %-igen TAE-
Agarosegel in Anwesenheit von Ethidiumbromid aufgetrennt. Vor dem Auftragen der Ansatze
wurden diese mit Ladepuffer (5 % Glycerin; 0,1 mM EDTA; 0,003 % (w/v) Bromphenolblau)
versetzt. Als GroBenmarker diente die mit Psfl verdaute DNA des A-Phagen. Die Gele liefen (iber
Nacht bei 20 V in 1 x TAE-Puffer. Nach der Elektrophorese wurden die Gele unter UV-Licht
fotografiert und flir 20 min in 0,25 N HCI inkubiert. AnschlieBend folgten weitere Inkubationen fur
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30 min in Denaturierungs-Losung (1,5M NaCl; 0,5M NaOH) und zweimal 15 min in
Neutralisierungs-Lésung (1,5 M NaCl; 0,5 M Tris/HCI pH 7,2; 1 mM EDTA). Fur den Blot-Aufbau
wurde das Blotting-Papier (3MM, Whatman, Dassel) mit 20 x SSC (3 M NaCl; 0,3 M Tri-Na-Citrat-
Dihydrat; pH 7,0) angefeuchtet, die Nitrocellulose-Membran (PROTRAN® Nitrocellulose Transfer
Membran, Whatman, Dassel) gewdssert und dann kurz in 20 x SSC inkubiert.

Der Blotaufbau erfolgte Iluftblasenfrei in leicht modifizierter Form nach THOMAS (1980). Der
Unterschied zu der beschriebenen Methode bestand darin, dass die zwei Lagen Blotting-Papier, auf
welchen der Blot aufgebaut wurde, auf einer Glasplatte lagen, welche quer Uber eine mit 20 x SSC
geflillte Glasschale platziert wurde. Die Enden des Blotting-Papiers tauchten in die
20 x SSC-L6sung ein, wodurch eine Flissigkeitsbriicke gebildet wurde, welche den Kapillartransfer
ermoglichte. Nach erfolgtem Transfer iber Nacht in 20 x SSC wurde die Nitrocellulose-Membran
kurz in 2 x SSC gesplilt, getrocknet und anschlieBend durch UV-Strahlung auf der Membran fixiert
(120 m] Stratalinker® 1800 Stratagene, La Jolla, CA, USA). Die Membran wurde bis zur
Hybridisierung bei rt aufbewahrt.

2.10.6 Northern Blot-Analyse

Fir die Northern Blot-Analyse der SSBT3-RNAi und SSBT3-Uberexpressionspflanzen wurden
Tomatenpflanzen auf MS-Medium angezogen (0,44 % (w/v) MSMO; 3 % (w/v) Saccharose,
6 % (w/v) Agar; pH 5,8 (KOH)), die Wurzeln nach 3 Wochen geerntet und sofort in fllissigem
Stickstoff eingefroren. Fir alle anderen Northern Blot-Analysen wurde RNA aus Blattmaterial

extrahiert. Die Extraktion erfolgte wie unter Kapitel 2.10.1.3 beschrieben.

2.10.6.1 Auftrennung der RNA und Transfer auf Nitrocellulose-Membranen

Fir die Northern Blot-Analysen wurde pro Ansatz 7,5 pg RNA mit Ladepuffer (1 x MOPS-Puffer
(0,04 M 3-(n-Morpholino)-Propansulfonsaure; 10 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; pH 7,0);
16 % Formaldehyd; 45 % Formamid; 5 % Glycerin; 0,1 mM EDTA; 0,003 % (w/v) Bromphenol-
blau) versetzt, dann 15 min bei 65 °C inkubiert und anschlieBend in zwei identischen
Formaldehyd/Agarosegelen (1 x MOPS-Puffer, 18 % Formaldehyd; 1,2 % (w/v) Agarose) auf-
getrennt.

Die Elektrophorese erfolgte tiber 5 h bei 60 V in 1 x MOPS-Puffer. Nach der Elektrophorese wurden
die Gele zweimal 15 min in Wasser gewaschen. Das Gel fir die Ethidiumbromidfarbung wurde
anschlieBend 30 min in Wasser mit 1 pg/ml Ethidiumbromid inkubiert, Giber Nacht in einem groBen
Volumen Wasser entfarbt und dann unter UV-Licht photographiert. Das Gel flir den
Membrantransfer wurde 15 min in 10 x SSC inkubiert. Die Nitrocellulose-Membran wurde

gewassert, und dann ebenso wie das Blotting-Papier in 10 x SSC inkubiert. Der Blotaufbau fiir den
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Transfer der RNA auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte wie unter Kapitel 2.10.5.2 beschrieben.
Nach erfolgtem Transfer Gber Nacht in 10 x SSC wurde die Nitrocellulose-Membran kurz in 2 x SSC
gespult, getrocknet und anschlieBend durch UV-Strahlung auf der Membran fixiert (Stratalinker,
120 mJ). Die Membran wurde bis zur Hybridisierung bei rt aufbewahrt.

2.10.7 Sonderherstellung und Hybridisierung

Die hier verwendeten Sonden flir den Proteinase-Inhibitor-II (SPI-II) und Ubiquitin (SAUBQ)
wurden von KAROJET (2006) zur Verfligung gestellt.

Die SKBT3-Sonde und die SPR3a-Sonde wurden mittels PCR mit den Primerpaaren P355/T7 bzw.
T3/T7 auf Plasmid-DNA amplifiziert (Kap. 2.1 und Kap. 2.10.4). Es folgte eine Aufreinigung mit
zwei Volumen Phenol/Chloroform und anschlieBend eine Ethanol-Fallung. Nach einem Waschschritt
mit 70 % Ethanol wurden die Sonden in je 20 pl ddH,O geldst. Die radioaktive Markierung der
Sonden erfolgte mit dem RadPrime Labelling-Kit nach Protokoll des Herstellers (Invitrogen,
Karlsruhe). Hierfiir wurden 25 ng Template-DNA und o [*’P]-dCTPs verwendet. Die radioaktiv
markierte Sonde wurde durch Zentrifugation (1.000 x g, 3 min, rt) durch eine Saule (Bio-Spin-
Column, Invitrogen, Karlsruhe) von freien Nucleotiden getrennt. AnschlieBend wurde die
spezifische Aktivitdit der Sonde an einem Tischzintillationszahler (Bench-Count, Du Pont de
Nemours, Dreieich) bestimmt.

Flr die Hybridisierung wurden die Nitrocellulose-Membranen mit ddH,O angefeuchtet, kurz in
5 x SSC inkubiert und dann in eine Hybridisierungs-Réhre mit 20 ml Hybridisierungs-L6sung
(50 % Formamid; 5 x SSC; 50 mM KPP pH 7,0; 0,5 % (w/v) SDS; 2 x Denhardts Reagenz
(0,04 % (w/v) Ficoll 400; 0,04% (w/v) PVP (Polyvinylpyrrolidon; 0,04 % (w/v) BSA);
Lachssperma-DNA, partiell hydrolysiert, denaturiert, 100 pg/ml) Uberflihrt. Die Prahybridisierung
erfolgte fir mindestens 2 h bei 42 °C. Die Hybridisierungs-Lésung wurde erneuert, die Sonde,
welche flir 5 min auf 95° C erhitzt und dann auf Eis abgekihlt wurde, zugesetzt und liber Nacht
bei 42 °C inkubiert. Zur Entfernung der unspezifisch gebundenen Sonde erfolgte je ein
Waschschritt flir 30 min bei 60 °C mit Waschlésung 1 (1 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS) und
Waschlésung 2 (0,2 x SSC; 0,5 % (w/v) SDS). Die Auswertung der Blots erfolgte mittels

PhosphoImager (Typhoon-Imager, GE Healthcare, Freiburg) und einer ImageQuant Software.

2.10.8 Strippen von Blots

Die Waschlésung (0,04 x SSC; 0,04 % SDS) wurde in der Mikrowelle bis zum Siedepunkt erhitzt,
der Blot dann in die heiBe Waschldsung Uberfihrt und fiir weitere 2 min in der Mikrowelle am
Siedepunkt gehalten. AnschlieBend wurde die Waschlésung mit der Membran fir 30 min unter

Schiitteln abgekiihlt. Dieser Waschvorgang wurde zweimal wiederholt.
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2.11 Histochemischer GUS-Test

Das zu untersuchende Pflanzenmaterial wurde nach dem Abtrennen sofort in X-Gluc-Farbelésung
(100 mM NaH,PO/Na,HPO,, pH 7,2; 10 mM EDTA; 0,1 % Triton X100; 2 mM Ks[Fe™(CN)e];
2 mM Ky[Fe™(CN)s]; 0,75 mg/ml X-Gluc) iberfiihrt und dreimal 2 min im Vakuum infiltriert.
AnschlieBend wurde das Material Uber Nacht bei 37 °C inkubiert und am nachsten Tag mit
70 % Ethanol entfarbt.

2.12 Diinnschnitte GUS-gefarbter Hypocotyle

Das Pflanzenmaterial (Kap. 2.11) wurde Uber Nacht in FAA-L6sung (50 % Ethanol, 5 % Eisessig,
3,7 % Formaldehyd) fixiert und danach mit ansteigenden Konzentrationen Ethanol (50 %, 70 %,
85 % und 100 %) jeweils 12 h sowie ein zweites Mal in 100 % Ethanol Uber Nacht dehydriert.
Nach der Entwasserung folgte die Prdinfiltration mit ansteigenden Konzentrationen Technovit-
Lésung 7100 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) (25 %, 50 % und 75 %) fir je 12 h und in
100 % Technovit fir 24 h. Im nachsten Schritt wurde Uber Nacht Technovit 7100 und Hérter I
(Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) infiltriert und anschlieBend die Polymerisation mit Harter II
(Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) Uber Nacht im Deckel eines 1,5 ml ReaktionsgefaBes
durchgefiihrt. Mit Techovit 3040 (Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim) wurde das
Polymerisationsprodukt am Histobloc befestigt.

Am Rotationsmikrotom (RM 2255, Leica, Heidelberg) wurden ca. 5 - 8 pym dicke Dinnschnitte
erstellt, diese mit einem Pinsel auf einen mit H,O benetzten Objektrager transferiert, bei 60 °C auf
einer Heizplatte getrocknet und unter dem Lichtmikroskop (Axioskop 2 plus, Zeiss) im Hellfeld

ausgewertet.

2.13 Messung der Proteinaseinhibitoraktivitat

Aus Blattern mechanisch verwundeter Pflanzen (Kap. 2.14.3) wurden Proteinextrakte gewonnen
und in ihnen die Proteinaseinhibitoraktivitat bestimmt. Dazu wurde Blattmaterial von je 5 Pflanzen
pro Probe sofort nach der Ernte gewogen, 3 ml kalter Extraktionspuffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,8;
7 % (w/v) PVPP (Polyvinylpolypyrollidon); 1,67 mM Phenyl-Thio-Harnstoff; 0,3 M KCl;
0,4 mM Ascorbinsdure) pro g Frischgewicht zugegeben und die Proben im Mdrser zerrieben. Das
Homogenat wurde abzentrifugiert (15.000 x g, 10 min, 4 °C) und der geklarte Uberstand bei
-20 °C aufbewahrt.

Der Proteinaseinhibitor-Test basiert auf der Hemmung der hydrolytischen Spaltung des
chromogenen Substrats BtpNA (N-Benzoyl-L-Tyrosin p-Nitroanilin) durch Chymotrypsin. Das dabei

entstehende p-Nitroanilin kann photometrisch bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen
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werden. Proteinaseinhibitoren aus dem pflanzlichen Enzymrohextrakt hemmen Chymotrypsin, was
zu einer verringerten Bildung von p-Nitroanilin fihrt. Die gemessene Extinktion ist der
Konzentration von gebildetem p-Nitroanilin proportional und dient als MaB fir die Chymotrypsin-
Aktivitat.

Der gewonnene Proteinaseinhibitorextrakt wurde zundachst 10 min bei rt mit Chymotrypsin
(0,1 mg/ml in 0,001 N HCI) inkubiert. Fir den Kontrollansatz wurde der Extraktionspuffer mit
Chymotrypsin inkubiert. Die Bindung des Inhibitors an die Protease wurde anschlieBend mit
66 mM Tris/HCI, pH 7,8; 80 mM CaCl, abgestoppt. BtpNA (0,25 pg/ml) wurde zugegeben und die

Absorption bei 405 nm Uber einen Zeitraum von 20 min gemessen.

2.14 Behandlung von Wildtyp-Tomatenpflanzen
2.14.1 Fusicoccin- und Salicylsaurebehandlung

Zwei Wochen alte Wt-Tomatenpflanzen wurden mit Phosphatpuffer (10 mM K;HPO4/KH,PO4,
pH 6,5), welcher Fusicoccin (3 pM, aus 1 mM Stammldsung in Ethanol) bzw. Acetyl-Salicylsaure
(2 mM) enthielt, nach der Methode von SCHALLER ET AL. (2000) behandelt. Als Kontrolle dienten
Pflanzen, die nur mit Pufferlosung (10 mM K;HPO4/KH,PO4, pH 6,5) behandelt worden waren.
Blattmaterial von sechs Blattern wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach Behandlung flr

spatere RNA-Extraktion geerntet und sofort in fllissigem Stickstoff eingefroren.

2.14.2 Infektionsversuche mit P. syringae und X. campestris

Drei Wochen alte Wt-Tomatenpflanzen wurden mit den pflanzenpathogen Stammen Xanthomonas
campestris pv. campestris Stamm 93-1 bzw. Pseudomonas syringae Stamm DC 3000, wie bei
KATAGIRI ET AL. (2002) beschrieben, infiziert. Die Bakterien wurden fiir drei Tage bei 30 °C auf
Nutrient Broth Medium (Fluka, Taufkirchen) (0,8 % (w/v) NB; 1,2 % (w/v)Agar) (X. campestris)
bzw. auf Lysogeny Broth-Medium (2 % (w/v) LB; 20 pg/ml Rifampicin; 1,2 % (w/v) Agar)
(P. syringae) kultiviert. AnschlieBend wurden UN-Kulturen von den Bakterien in fliissigem
NB- (8 g NB/I) bzw. LB-Medium (20 g LB/I) bei 30 °C angezogen und die Bakteriensuspension am
folgenden Tag auf einem ODgy Wert von 0,4 mit ddH,O verdiinnt. Die Suspension wurde dann
nochmals 1:100, zu einer endgiiltigen Konzentration von 10° cfu/ml, mit ddH,O verdiinnt. Circa
50 - 100 pl dieser Suspension wurden mit einer Spritze in die Blattunterseite je eines Primarblattes
der Pflanzen infiltiriert. Als Kontrolle dienten Pflanzen, die nur mit verdinntem Medium infiltriert
wurden. Blattmaterial von vier infizierten Blattern wurde zu den angegebenen Zeitpunkten nach

Infiltration flr spatere RNA-Extraktion geerntet und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.
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2.14.3 Mechanische Verwundung

Zwei Wochen alte Wt-Tomatenpflanzen wurden mechanisch verwundet, indem ein Blatt pro
Pflanze mit einer Arterienklemme leicht gequetscht wurde (CONSTABEL ET AL. 1995). Verwundet
wurde senkrecht zur Mittelvene. Nach 1 h wurde erneut am selben Blatt parallel zur ersten
Verwundung in Richtung Blattstiel verwundet. Blattmaterial von sechs verwundeten Blattern wurde
zu den angegebenen Zeitpunkten nach Verwundung flir spatere RNA-Extraktion geerntet und

sofort in flissigem Stickstoff eingefroren.

2.14.4 Verwundung durch Manduca sexta-Larven

Fir die Verwundung von Tomatenpflanzen durch Manduca sexta-Larven wurde die von
KAROJET (2006) entwickelte Versuchsanordnung verwendet. Bei dieser Methode wurden Raupen im
funften Larvenstadium auf dinne Holzstabe
gesetzt, die dann in die Pflanzentopfe gesteckt
wurden (Abb. 2.2). Ein direktes Aufsetzen der
Larven auf die drei  Wochen alten
Tomatenpflanzen war nicht mdglich, da die L5-
Larven zu groB und zu schwer fir die kleinen
Tomatenpflanzen waren und auBerdem beim
Abnehmen der Larven, durch deren Haftorgane,
oft zusatzliche Verletzungen an den Pflanzen
entstehen konnen. Der Einsatz jlngerer Larven
zeigte sich nicht als praktikabel, da Larven, die
noch nicht das funften Larvenstadium erreicht

hatten, nicht konstant an den Pflanzen fraBen,

wodurch keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt
werden konnten (KAROJET 2006). 12 h vor dem Abb. 2.2 Versuchsaufbau fiir das Verwundungs-
Experiment mit M. sexta-Raupen

Versuch wurde den eingesetzten Raupen jegliche

Nahrungsquelle entzogen. Nach Versuchsbeginn wurden die Larven ca. 10 - 15 min an den
Versuchspflanzen belassen, bis eine Blattfliche von ungefihr 1,5 - 2 cm? gefressen worden war.
Nach 1 h wurden die Pflanzen nochmals wie beschrieben verwundet. Blattmaterial von vier
verwundeten Blattern wurde zu den angegebenen Zeitpunkten flir spatere RNA-Extraktion geerntet

und sofort in fllissigem Stickstoff eingefroren.
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2.15 Experimente mit Manduca sexta

2.15.1 Larvenentwicklung

Experiment 1:
Larven von Manduca sexta wurden bis zu Beginn des dritten Larvenstadiums auf Kunstfutter

aufgezogen (Kap. 2.5.3). Nachdem die zweite Hautung abgeschlossen war, wurden etwa gleich
groBe, vitale Raupen auf sechs Wochen
alte Tomatenpflanzen verschiedenen
Genotyps aufgesetzt. Zum Einsatz
kamen je 12 Wt-Pflanzen, SSBT3-RNAI
Pflanzen der Linie HP 12-5 und S5BT3-
Uberexpressionspflanzen ~ der  Linie
G2f1D, die randomisiert auf einem Tisch
im Gewachshaus aufgestellt waren
(Abb. 2.3). Pro Pflanze wurden ein bis
zwei Raupen aufgesetzt, insgesamt 19

Raupen pro Genotyp. Die Raupen

verblieben ca. 14 Tage, bis zum

Errelchen des "Wanderlng"_stadlumsl Abb. 2.3 Versuchsaufbau fiir das Larvenent-

) i wicklungs-Experiment 1 im Gewachshaus
auf den Pflanzen. Larven, die wahrend

des Experiments von den Pflanzen
gefallen waren oder die Pflanze verlassen hatten, wurden nicht wieder aufgesetzt. Nach 7 Tagen
wurde das Gewicht der Larven bestimmt. AuBerdem wurden die Raupen, welche bis zum Erreichen
des "wandering"-Stadiums auf den
Pflanzen verblieben waren, fiir jeden
Genotyp ausgezahlt. Daflir wurden die
Raupen im fiinften Larvenstadium mit
verschiedenen Farbstiften markiert, so
dass sie nach dem Verlassen der
Pflanzen wahrend des "wandering"-
Stadiums noch den drei Pflanzen-
Genotypen, auf welchen sie gefressen
hatten, zugeordnet werden konnten.
Nach der Verpuppung wurde das

Gewicht der Puppen bestimmt. Abb. 2.4  Versuchsaufbau fiir das Larvenent-
wicklungs-Experiment 2 im Gewachshaus
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Experiment 2:
Bei der Wiederholung des Larvenentwicklungs-Experiments wurden pro Pflanzen-Genotyp je

50 Manduca sexta-Raupen (L3) auf die Pflanzen gesetzt. Fir jeden Pflanzen-Genotyp
(Wt, HP-12-5, G2f1D) wurde eine Gruppe von 12 Pflanzen verwendet. In diesem Versuch wurden
die drei verschiedenen Pflanzen-Genotypen nicht randomisiert aufgestellt, sondern jeweils
abgetrennt in drei einzelnen "Kabinen" (Abb 2.4). So konnten Raupen, die wahrend des
Experiments von den Pflanzen gefallen waren oder die Pflanze verlassen hatten, taglich gezahlt
werden und danach wieder zurlick auf die Pflanzen gesetzt werden. Das Gewicht der Larven wurde

nach 11 Tagen bestimmt. Alle anderen Parameter waren identisch mit denen des Experiments 1.

2.15.2 "Choice"-Test

Der Versuchsaufbau des "Choice"-Tests richtete sich in leicht modifizierter Form nach den Angaben
von DE BOER & HANSON (1984). Die fir den Versuch eingesetzten, auf Kunstfutter angezogenen,
Larven befanden sich am Anfang des vierten Larvenstadiums und hatten 12 h vor dem Versuch
keine Nahrungsquelle. In einer Glas-Petrischale mit 15 cm Durchmesser wurde ein 1 cm? groBes
Blattstiick von jedem Genotyp (Wt, RNAi, UE), sowie ein feuchtes Filterpapier gleicher GréBe auf
einen ReiBnagel gesteckt und in gleichmdBigen Abstanden am duBeren Rand der Petrischale
aufgestellt (Abb. 2.5). Eine Raupe wurde in
die Mitte der Petrischale gesetzt und die
Petrischale mit einem Glasdeckel abgedeckt.

Beobachtet und ausgewertet wurden 1) in
welche Richtung die Raupe zuerst lief, 2)
welches Blatt sie zuerst anfra und 3) ob sie
sich umorientierte und wenn ja 4) welches
Blatt sie als nachstes fraB. Dabei wurde auch
darauf geachtet, dass die jeweiligen

Blattstlicke bei den Wiederholungsversuchen

Yo o
L i

immer in eine andere Himmelsrichtung
o . . Abb. 2.5 Versuchsaufbau fiir den "Choice"-Test
orientiert waren. Als optische Hilfestellung
bei der Versuchsbeobachtung wurden farbige
Klebebander auBen an der Petrischale angebracht, wobei blau = Filterpapier, gelb = RNAi,
pink = Wt und rot = UE bedeutete. Die Blattstiicke wurden vor Versuchsbeginn mit H,O bespriiht,
um ein zu rasches Verwelken zu verhindern, das Filterpapier wurde genauso behandelt. Der
Versuch wurde 18-mal wiederholt, bei jeder Wiederholung wurde eine neue Petrischale mit

frischen Blattstlicken, Filterpapieren und einer neuen Raupe verwendet.
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3 ERGEBNISSE

Fir die Aufklarung der /n vivo-Funktion von SSBT3 wurden drei Losungsansatze gewahlt:
i) die biochemische Charakterisierung des aufgereinigten, rekombinanten Proteins,
i) die Expressionsanalyse in Tomatenpflanzen,
iii) die phénotypische Analyse von SSBT3-RNAi- und SSBT3-Uberexpressionspflanzen.

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse aus den drei Losungsansatzen dargestellt.

3.1 Biochemische Charakterisierung von S/SBT3

Um eine detaillierte biochemische Charakterisierung auf Proteinebene durchzufiihren, muss eine
ausreichende Menge an aufgereinigtem, aktivem Protein zur Verfligung stehen. In dieser Arbeit
wurde daher zundchst ein Aufreinigungsprotokoll fiir homolog in Tomatenzellsuspensionen
Uberexprimiertes SSBT3 erarbeitet und die Protease anschlieBend aus dem Kulturiiberstand bis zur
Homogenitat aufgereinigt. Die Reinheit und die Aktivitdt wurden in jedem Aufreinigungsschritt
anhand von SDS-PAGE und eines Enzymaktivitatstests kontrolliert.

3.1.1 Aufreinigung von S/SBT3

Fir die Erarbeitung eines geeigneten Aufreinigungsprotokolls konnte auf Ergebnisse aus
vorangegangenen Untersuchungen von GABLER (2004) zurlckgegriffen werden. Er identifizierte
den achten Tag nach Subkultur als optimalen Erntezeitpunkt fir die SSBT3-Zellkultur. Die im
filtrierten Kulturmedium stark verdinnte Protease wurde mittels fraktionierter Ammoniumsulfat-
Fallung aufkonzentriert. GABLER (2004) konnte zeigen, dass der gréBte Teil der sich in Losung
befindlichen S/5BT3-Protease bei einer Ammoniumsulfat-Sattigung von 60 — 85 % prazipitiert. Das
Prazipitat wurde in Dialysepuffer resuspendiert, mittels Dialyse entsalzt und fiir die nachfolgende
Ionenaustauschchromatographie umgepuffert. Das von GABLER (2004) etablierte Puffersystem filir
die Anionen-Austauschchromatographie (25 mM Tris/HCI pH 9,2; 5 mM EDTA) bzw. Kationen-
Austauschchromatographie (25 mM Na,HPO4/NaH,PO4, pH 7,0; 5 mM EDTA) sowie der lineare
Salzgradient (0 bis 1 M NaCl) flir die Elution wurden (bernommen. Nicht Iésen konnte
GABLER (2004) ein irreversibles Zusetzen der Chromatographiesaule durch die wahrend des
Wachstums der pflanzlichen Zellkultur in groBen Mengen gebildeten Polysaccharide. Dies fihrte
vor allem wahrend der Elution zu einer stetig abnehmenden Durchflussrate.

Der erste Ansatz fiir eine Optimierung des bestehenden Aufreinigungsprotokolles war daher die
Entfernung der Polysaccharide aus der Proteinlésung, die dann eine effizientere Protein-
aufreinigung mittels Sdulenchromatographie erlaubte. Eine Md&glichkeit der Vorreinigung von
Proteinldosungen ist die Zugabe eines losen Ionenaustauschermaterials zur dialysierten
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Proteinlésung (Dialysat) im so genannten Batch-Verfahren (Kap. 2.6.4). Bei geeigneter Wahl des
Austauschermaterials und des Puffersystems bindet vorrangig das zu isolierende Protein - in
diesem Fall SSBT3 - an den Austauscher. Andere Bestandteile der Losung, wie z. B. stdrende
Polysaccharide bleiben in Ldsung, so dass SSBT3 dann vorgereinigt vom Austauscher eluiert
werden kann. SKSBT3 band an die SP Sepharose FF und konnte sukzessive von diesem Kationen-
Austauschermaterial eluiert und soweit von Polysacchariden befreit werden, dass diese keinen
stérenden Einfluss auf die nachfolgende Saulenchromatographie nahmen. Es stellte sich heraus,
dass SKBT3 durch einmalige Elution (E;;) nicht vollstdndig von der Austauschermatrix eluiert
werden konnte. Daher wurde ein zweiter Elutionsschritt (E;») angehangt. Um eine mdéglichst hohe
SKBT3-Ausbeute aus der dialysierten Proteinlésung zu erhalten, wurde ihrem Uberstand aus der
Beladung der ersten Matrix frisches Austauschermaterial zugegeben und dieses wieder in zwei
Schritten eluiert (Eza, Eap).

SKBT3 band nahezu vollstandig an das Kationen-Austauschermaterial (Abb. 3.1.1). Die hochste
Menge an SSBT3 befand sich in den Eluaten nach Zugabe frischer Austauschermatrix (Eia, Eza). Im
Uberstand (U,, aus der Beladung der zweiten Matrix) blieb nur wenig SSBT3 zuriick. Wie das
Coomassie-Brilliant-Blue gefarbte SDS-PAGE-Gel zeigt (Abb. 3.1.1A), banden neben SSBT3 eine
groBe Anzahl weiterer Proteine aus dem Dialysat, die gréBtenteils im ersten Schritt (E.) eluiert

wurden. In den drei anderen Eluaten (Eib, Ezs, Eab) lag SSBT3 bereits in nahezu reiner Form vor.

M D l.-.’2 Ela E1b EZa E2b D 'jZ E1a E1b E2a EZb

/s
|

100 kDa

75 kDa |& — 75 kDa — | S — . Ga—

50 kDa |&

v
we

37 kDa

Abb. 3.1.1 SDS-PAGE und Western Blot-Analyse des Batch-Verfahrens zur Vorreinigung von SSBT3

Die Proteinproben wurden in 9 %-igen SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blue
angefarbt (A) bzw. auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen, immunodetektiert und durch ECL
(Enhanced Chemo Luminescence) entwickelt (B).

A. Vom Dialysat (D) wurden 7 pg (von 22 mg Gesamtprotein) und vom Uberstand (U,, aus der Beladung
der zweiten Matrix), welcher die ungebundenen Proteine reprasentiert, 4 pg (von 22 mg Gesamtprotein)
aufgetragen. Von Eluat E;; wurde 16 pg (von 10 mg Gesamtprotein), von E;, 4 pg (von 3 mg
Gesamtprotein) von E,; 4 ug (von 3 mg Gesamtprotein) und von E,, 0,75 pg (von 0,6 mg Gesamtprotein)
aufgetragen. M bezeichnet den Proteinstandard.

B. Vom Dialysat (D) wurden 11 ug (von 22 mg Gesamtprotein) und vom Uberstand (U,) 7 pg (von 22 mg
Gesamtprotein) aufgetragen. Von Eluat E;; wurde 25 pg (von 10 mg Gesamtprotein), von E;, 7 pg (von
3 mg Gesamtprotein) von E,; 7 pg (von 3 mg Gesamtprotein) und von E, 1 pg (von 0,6 mg
Gesamtprotein) aufgetragen. Der Western-Blot wurde mit dem primdren SSBT3-Antiserum (1:2.000) und
einem anti-Kaninchen IgG Peroxidase-Konjugat (1:10.000) behandelt.
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In einem weiteren Dialyseschritt wurden die vier Eluate entsalzt und fir die abschlieBende
Anionen-Austauschchromatographie (Resource Q) umgepuffert. Es stellte sich heraus, dass durch
den Vorreinigungsschritt mittels SP Sepharose FF stérende Polyssacharide erfolgreich von der
Proteinlésung abgetrennt werden konnten, so dass die Chromatographiesdule daraufhin nicht
mehr zusetzte.

Proteine, die an die Resource Q-Saule gebunden hatten, wurden tber 20 Saulenvolumen in 1,5 ml
Fraktionen eluiert und die Enzymaktivitdat der einzelnen Fraktionen unter Verwendung des
fluorogenen Systemin-Peptids (Kap. 2.7.1) bestimmt. Abbildung 3.1.2 zeigt das Elutionsprofil der
Resource Q-Saule.
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Abb. 3.1.2 Elutionsprofil von S/SBT3 - Chromatogramm der Anionen-Austauscher-Saule (Resource Q)

Die Proteine wurden (iber 20 Saulenvolumen mit einem linearen Salzgradienten (0 bis 1 M NaCl) in einem
Tris/HCI Puffer (25 mM Tris/HCl pH 9,2; 5 mM EDTA) eluiert (griine Linie ----) und in 1,5 ml Fraktionen
(rot ----) gesammelt. Die blaue Linie (----) zeigt die Absorption bei 280 nm in mAU (Milli-
Absorptionseinheiten) die schwarze Linie (----) die Proteinaktivitat in AFl/min (Fluoreszenzénderung pro
Minute), die unter Verwendung des fluorogenen Systemin-Peptids gemessen wurde. F3 reprasentiert die
ungebundenen Bestandteile der Probe.

Der erste Peak (F3) reprasentiert die ungebundenen Bestandteile der applizierten Probe, er zeigt
keine Enzymaktivitat. Das bedeutet, dass SSBT3 vollstandig an die Saule gebunden hatte. Die
hoéchste proteolytische Aktivitat befand sich in den Fraktionen sechs bis neun. Diese wurden
vereinigt, die Identitat der SSBT3-Protease in der Western Blot-Analyse Uberpriift sowie mittels
SDS-PAGE auf ihre Reinheit getestet. Die aufgereinigte Protease zeigte eine einzige Bande im SDS-
PAGE (Abb. 3.1.3). Dies war zundchst erstaunlich, da das Chromatogramm in diesem Bereich drei
Offenbar

posttranslationell modifiziert sind. Diese Modifikationen scheinen sich jedoch nur auf das ionische

Peaks aufweist. handelt es sich um mehrere Formen von SAKBT3, welche

Verhalten und nicht auf das Molekulargewicht auszuwirken. Die Western Blot-Analyse bestatigte,
dass es sich bei dem aufgereinigten Enzym um S5BT3 handelte (Abb 3.1.3 B). SSBT3 lag somit

nach der Anionen-Austauschchromatographie als reines Protein vor.
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Abb. 3.1.3 Aufreinigung von S/SBT3 aus dem Zellkulturiiberstand von transgenen S. peruvianum-Zellen

Dargestellt ist ein Coomassie-Brilliant-Blue gefarbtes 9 %-iges SDS-PAGE-Gel (A) sowie ein Western-Blot
(B).

Der Kulturliberstand (2 |) der SSBT3-liberexprimierenden Tomatenzellsuspensionskultur wurde nach 8 d
Wachstum geerntet. Nach Zentrifugation wurden die I8slichen Proteine im Uberstand einer fraktionierten
Ammoniumsulfat-Prazipitation (AS) unterzogen (60 - 85 % Sattigung; 7 pg von 22 mg Gesamtprotein auf-
getragen). Das Prazipitat wurde dialysiert, mittels Kationen-Austauschchromatographie im Batch-
Verfahren (SP Sepharose FF) weiter aufgereinigt, erneut dialysiert und mittels Anionen-
Austauschchromatographie (AAC, Resource Q) bis zur Homogenitat gereinigt (4 pg von 2 mg
Gesamtprotein aufgetragen) (A).

Fir die Western-Blot Analyse wurden die Proteinproben (AS: 5 pg von 22 mg Gesamtprotein; AAC: 100 ng
von 2 mg Gesamtprotein) in einem 9 %-igen SDS-PAGE-Gel aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-
Membran Ubertragen. Der Blot wurde anschlieBend mit dem primaren SSBT3-Antiserum (1:2.000) und
einem anti-Kaninchen IgG Peroxidase-Konjugat (1:10.000) behandelt und durch ECL (Enhanced Chemo
Luminescence) entwickelt (B).

Ein weiterer Aufreinigungsschritt, wie ihn GABLER (2004) mit der Kationen-Austauschchromato-
graphie durchfiihrte, war nicht notwendig. Dieser Schritt wurde daher nicht in das
weiterentwickelte Aufreinigungsprotokoll ibernommen. Abbildung 3.1.4 zeigt eine schematische
Darstellung der einzelnen Schritte des optimierten Aufreinigungsprotokolls fiir SSBT3. Die
Ausbeute der Aufreinigung betrug 200 ug SSBT3 pro Liter Zellkultur.

SKBT3 Uberexprimierende Tomatenzellsuspensionskultur

l

Filtration

!

Fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung (60 - 85 % Sattigung)

l

Dialyse

l

Kationen-Austauschchromatographie im Batch-Verfahren
(SP Sepharose FF)

Dialyse

Anionen-Austauschchromatographie (Resource Q)

Abb. 3.1.4 Schematische Darstellung der einzelnen Schritte
des Aufreinigungsprotokolls fiir SSBT3
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3.1.2 Kristallstruktur von S/SBT3

Die Aufkldrung der Kristallstruktur von SABT3 erfolgte im Rahmen einer Kooperation mit
Dr. Christian Ottman vom Chemical Genomics Centre am Max-Planck-Institut fir Molekulare
Physiologie in Dortmund. Das reine SSBT3 Protein wurde von mir bereit gestellt, die Kristallisation
und die Analyse der Kristalle wurden am Chemical Genomics Centre durchgefiihrt. Insgesamt

wurden daflir 15 mg S5BT3 benétigt. Dies entspricht einer Menge von 75 | Zellsuspensionskultur.

A B

Abb. 3.1.5 Kristallstruktur von SSBT3

Dreidimensionale Gesamtstruktur des SISBT3-Dimers (A-D) in Frontalansicht (A und B) sowie Aufsicht
(C und D), als Banderdarstellung (A und C) sowie als Oberflachendarstellung (B und D). Zu sehen sind
die Protease Domane (rot), die PA-Domédne (griin) und die C-terminale B-Barrel Domane (blau).
Katalytische Triade von SSBT3 (Asp144, His215 und Ser538, griin) in Uberlagerung mit der katalytischen
Triade von Subtilisin BPN (Asp32, His64 und Ser221, magenta) (E). Die Proteine sind als Bandermodell,
die katalytischen Reste als Stabmodelle dargestellt.
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Die Kristalle wurden in einer Synchrotronstrahlungsquelle analysiert und beugten bis zu einer
Auflésung von 2,5 A. zZur Aufkldrung der SSBT3-Struktur wurde der so genannte isomorphe Ersatz
unter Verwendung von Caesiumchlorid und Zinkacetat eingesetzt (OTTMAN, miindliche Mitteilung).
Die Struktur von SSBT3 konnte vor kurzem fertiggestellt werden, die abschlieBende Interpretation
der Rontgenbeugungsdaten ist derzeit noch in Bearbeitung. Anhand der bisher vorliegenden
strukturellen Daten lasst sich jedoch bereits postulieren, dass SSBT3 im aktiven Zustand als Dimer
vorliegt. Diese Dimerisierung scheint von der PA-Domane vermittelt zu werden (Abb. 3.1.5 A-D).
Die Struktur der Protease-Doméane ist der bereits strukturaufgeklarter bakterieller Subtilasen sehr
ahnlich. So Uberlagert z.B. die katalytische Domédne von Subtilisin BPN mit einem rmsd (root mean
square deviation, MaB fiir die mittlere strukturelle Abweichung) von 2,0 & iiber 281 Reste. Die
Sequenzidentitat liegt in diesem Bereich bei 29 % (Abb 3.1.5 E).

3.1.3 Bestimmung des Molekulargewichts von S/SBT3

Das berechnete Molekulargewicht des prozessierten SSBT3 liegt bei 69,5 kDa. In der vorliegenden
Arbeit wurde allerdings beobachtet, dass die der SSBT3 Protease zugeordnete Proteinbande in
9 %-igen mit Coomassie-Brilliant-Blue angefarbten SDS-PAGE-Gelen eine deutlich hohere
apparente molekulare Masse aufweist. Diese Diskrepanz kann durch mdgliche posttranslationelle
Modifikationen des Proteins wie z. B. Glykosylierung zustande kommen, kénnte aber auch auf die

Kalibrierung der vorgefarbten Proteinstandards zuriickzufiihren sein.

5,2
g
= 501 Phosphorylase b (94 kDa)
e
< S/BT3
E Albumin (67 kDa
5 a8/ ( )
=)
1=
)
S
x Ovalbumin (43 kDa
< 46 ( )
=
4,4

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Relative Mobilitat

Abb. 3.1.6 Molekulargewicht von S/SBT3 im Vergleich zu Proteinmarkern bekannter Gro3e

Die molekulare Masse von SSBT3 wurde durch den Vergleich der relativen Mobilitdt von molekularen
Markern ( O) mit der relativen Mobilitat von SSBT3 ( @) wahrend der SDS-PAGE auf einem 9 %-igen
Polyacrylamidgel bestimmt.

Um eine genauere Aussage Uber die molekulare Masse von S5BT3 treffen zu kénnen, wurde daher

das Molekulargewicht von S5SBT3 durch den Vergleich seiner relativen Mobilitdt in einem

37



3 ERGEBNISSE

SDS-PAGE-Gel mit der relativen Mobilitat von ungefarbten molekularen Markern berechnet. Als
molekulare Marker wurden Phosphorylase b (94 kDa), Albumin (67 kDa) und Ovalbumin (43 kDa)
verwendet. In Abbildung 3.1.6 wurde der Logarithmus des Molekulargewichts gegen die relative
Mobilitat aufgetragen. Auf diese Weise konnte eine apparente molekulare Masse von 83 kDa flir

SKEBT3 ermittelt werden, die deutlich iber der errechneten Masse von 69,5 kDa liegt.

3.1.4 Untersuchung der Phosphorylierung bzw. Glykosylierung von S/SBT3

Aufgrund des festgestellten Unterschieds zwischen dem berechneten und dem unter Kapitel 3.1.3
bestimmten Molekulargewicht von SSBT3, sowie der in der Aminosduresequenz von SSBT3
vorhandenen potentiellen Phosphorylierungs- und Glykosylierungsstellen, wurde SSBT3 auf diese
beiden mdglichen posttranslationellen Modifikationen hin untersucht.

Eine mdgliche Phosphorylierung bzw. Glykosylierung wurde mittels Verdau mit den Enzymen
alkalische Phosphatase bzw. N-Glykosidase F getestet. Die verdauten und unverdauten Ansatze
von SSBT3 wurden in einem 7 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt und miteinander verglichen.
Im SDS-PAGE-Gel konnte weder beim Verdau mit alkalischer Phosphatase noch mit
N-Glykosidase F ein Unterschied des Molekulargewichts von SSBT3 im Vergleich zu den
unverdauten Ansatzen nachgewiesen werden, wie er bei einer vollstandigen Abspaltung aller
Phosphatreste bzw. N-Glykane zu beobachten hdtte sein missen (Abb. 3.1.7). Mit den
enzymatischen Tests konnte weder eine Phosphorylierung noch eine Glykosylierung von SSBT3

belegt werden.

A B
M CIAP PNGF CIAP PNGF
- + - + - + - +
T
IOEE o [— 100 kDa — [er——l
70 kba —_— 70 kDa — g z p
55 kDa 55 kDa — " H [ -
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Abb. 3.1.7 Test von SSBT3 auf Dephosphorylierung bzw. Deglykosylierung

1 pg SKBT3 wurde mit (+) und ohne (-) alkalische Phosphatase (CIAP, 10 u) sowie mit (+) und ohne (-)
N-Glykosidase F (PNGaseF, 1000 u) 1 h bei 37 °C inkubiert. Die Proben wurden anschlieBend in 7 %-igen
Polyacrylamid-Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit Coomassie-Brilliant-Blue angefarbt (A) bzw.
auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen und dort immunodetektiert (B).

A. Neben den Banden von SSBT3 (83 kDa) sind die Banden der CIAP (65 kDa) und der PNGF (36 kDa) zu
erkennen. M bezeichnet den Proteinstandard.

B. Der Western Blot wurde mit dem primaren SSBT3-Antiserum (1:2.000) und einem anti-Kaninchen IgG
Peroxidase-Konjugat (1:10000) behandelt und durch ECL (Enhanced Chemo Luminescence) entwickelt.
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3.1.5 pH-Abhangigkeit der proteolytischen Aktivitat von SSBT3

Die Bestimmung des pH-Optimums des aufgereinigten, aktiven SSBT3 wurde mittels des in
Kapitel 2.7.1 beschriebenen Enzymaktivitatstests bei verschiedenen pH-Werten im Bereich von
4 - 11 durchgefihrt.

Verwendet wurde hierfiir ein 3-Komponenten-Puffer nach ELLIS & MORRISON (1982), welcher den
Einsatz eines einheitlichen Puffersystems mit konstanter Ionenstarke Uber einen weiten pH-Bereich
erlaubt. Der 3-Komponenten-Puffer bestand aus 50 mM Essigsaure, 50 mM MES und 100 mM
Tris/HCI. Die Einstellung der verschiedenen pH-Werte erfolgte mit Essigsaure bzw. Tetraethyl-
ammoniumhydroxid. SSBT3 wurde in einer Konzentration von 24 ng/ul eingesetzt. SSBT3 zeigte
ein Aktivitatsoptimum bei pH 7,5 und hohe Aktivitat im alkalischen pH-Bereich bis pH 11. Bereits
bei pH 6 war die Aktivitat auf 30 % reduziert, bei pH 4 nicht mehr nachweisbar (Abb. 3.1.8).

100 -

80 -

60 -

40 -

Relative Aktivitat [%]

20 -

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH-Wert

Abb. 3.1.8 pH-Optimum von SSBT3

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivitat von SSBT3 wurde mittels Enzymaktivitatstest unter
Verwendung des fluorogenen Systemin-Peptids bestimmt. Aufgereinigtes SSBT3 wurde in einer
Konzentration von 24 ng/ul eingesetzt. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unabhdngigen
Experimenten * Standardabweichung dar.
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3.1.6 Temperaturstabilitat von SSBT3

Mittels des in Kapitel 2.7.1 beschriebenen Enzymaktivitatstests wurde die Stabilitat von SSBT3 bei
verschiedenen Temperaturen bestimmt. Die Ansatze, welche den Messpuffer und SKSBT3
(24 ng/pl) enthielten wurden 20 min bei den entsprechenden Temperaturen vorinkubiert und auf
Eis abgekiihlt, bevor das Substrat zugegeben und die Messung gestartet wurde. Uber einen weiten
Bereich (4 °C - 60 °C) konnte keinerlei Einfluss der Temperatur auf die Aktivitdit von SSBT3
beobachtet werden. Erst eine Hitzebehandlung bei 70 °C flihrte zu einer deutlichen Abnahme der
Aktivitdt. Temperaturen >80 °C hatten den vollstdndigen Verlust der Aktivitat zur Folge
(Abb. 3.1.9).
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Abb. 3.1.9 Temperaturstabilitat von S/SBT3

Der Einfluss der Temperatur auf die Aktivitdat von SSBT3 wurde mittels Enzymaktivitatstest unter
Verwendung des fluorogenen Systemin-Peptids bestimmt. Aufgereinigtes SSBT3 wurde in einer
Konzentration von 24 ng/ul eingesetzt. Die Ansatze wurden 20 min bei den entsprechenden Temperaturen
vorinkubiert und auf Eis abgekiihlt bevor das Substrat zugegeben und die Messung gestartet wurde. Die
Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung dar.
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3.1.7 Effekt verschiedener Proteaseinhibitoren und Zusitze auf die proteolytische
Aktivitat von S/SBT3

Der Effekt verschiedener Proteaseinhibitoren (E-64, Benzamidin, Leupeptin, TPCK (Tosyl-L-
Phenylalaninchloromethylketon), TLCK (Tosyl-L-Lysinchloromethylketon), AEBSF (Aminoethyl-
benzolsulfonylfluorid), PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid) und Aprotinin) und verschiedener
Zusatze (CaCly, MgCl,, ZnCl,, EDTA, EGTA, Tween 20 und DTT) auf die Enzymaktivitat von SSBT3
wurde mittels Enzymaktivitatstest (Kap. 2.7.1) untersucht. Die Ansatze, welche den Messpuffer
und SSBT3 (24 ng/ul) enthielten wurden 20 min mit den entsprechenden Inhibitoren bzw.
Zusatzen inkubiert bevor das Substrat zugegeben und die Messung gestartet wurde. Der Einfluss,
der verschiedenen Proteinaseinhibitoren auf die Aktivitat von SABT3 ist in Abbildung 3.1.10
dargestellt. Die Serinproteinaseinhibitoren AEBSF und PMSF hemmten die Aktivitdt von SSBT3 am
starksten. AEBSF inhibierte die Enzymaktivitat bei einer Konzentration von 0,2 mM zu 50 %. Bei
maximaler Konzentration von 1 mM AEBSF konnte keine SSBT3-Aktivitat mehr gemessen werden.
Auch der Einsatz von 5 mM PMSF flihrte zu einer 40 %-igen Hemmung der Enzymaktivitat. Die
gezeigte hemmende Wirkung der Serinproteaseinhibitoren war vor dem Hintergrund, dass es sich
bei SSBT3 um eine Subtilase, also eine Serinprotease handelt (Proteindatenbank MEROPS,
http://merops.sanger.ac.uk, RAWLINGS ET AL. 2008), zu erwarten. Dabei konnte die Annahme
bestatigt werden, dass keiner der anderen getesteten Proteinaseinhibitoren einen nennenswerten
Einfluss auf die Aktivitat von SSBT3 hatte.
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Abb. 3.1.10 Effekt verschiedener Proteinaseinhibitoren auf die Aktivitat von SSBT3

Die Wirkung verschiedener Proteinaseinhibitoren (PI) auf die Aktivitat von S5BT3 wurde mittels Enzym-
aktivitatstest unter Verwendung des fluorogenen Systemin-Peptids bestimmt. Aufgereinigtes SSBT3
wurde in einer Konzentration von 24 ng/pl eingesetzt und die Ansatze vor der Messung 20 min mit den
verschiedenen PI inkubiert. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unabhdngigen
Experimenten + Standardabweichung dar. Die Zahlen in Klammern geben die Konzentrationen der PI in
mM an.
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In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss verschiedener Zusatze wie der zweiwertigen
Kationen Ca®* und Mg** sowie der Chelatbildner EDTA und EGTA auf die Aktivitdt von SGBT3
untersucht. Frihere Studien hatten gezeigt, dass andere eukaryotische Subtilasen wie z. B. Kex2
aus Saccharomyces cerevisiae und die tierische Proprotein-Konvertase Furin Calcium-abhangig sind
(FULLER ET AL. 1989, MOLLOY ET AL. 1992). Ausserdem zeigten SIEZEN & LEUNISSEN (1997), dass Ca**
fur die Stabilitdt bakteriellen Subtilisins erforderlich ist. Darlber hinaus konnten uGber die
Aufkldrung der Kristallstuktur Ca®*-Bindungsstellen in den genannten Serinproteasen nach-
gewiesen werden (SMITH ET AL. 1999, ROCKWELL & THORNER 2004).

Zusatzlich wurde auch der Einfluss von DTT als reduzierende, enzymstabilisierende Verbindung,
von ZnCl, als Proteasehemmer und von Tween 20, welches als Detergenz unspezifische
Hintergrund-Reaktionen unterdriickt, auf die SSBT3-Aktivitat untersucht.

Die Komplexbildner EDTA und EGTA sowie die zweiwertigen Kationen Ca** und Mg®* hatten keinen
wesentlichen Einfluss auf die Enzymaktivitat (Abb. 3.1.11). Ebenso konnte keine veranderte
SKBT3-Aktivitéat nach Zugabe von DTT mit maximaler Konzentration von 5 mM und nach Zugabe
des Detergenz Tween 20 gemessen werden. Lediglich ZnCl, hemmte die Enzymaktivitdt von

SBT3 ab einer Konzentration von 0,1 mM zu nahezu 100 %.
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Abb. 3.1.11 Effekt verschiedener Zusatze auf die Aktivitiat von SSBT3

Die Wirkung verschiedener Zusatze auf die Aktivitat von SSBT3 wurde mittels Enzymaktivitatstest unter
Verwendung des fluorogenen Systemin-Peptids bestimmt. Aufgereinigtes SSBT3 wurde in einer
Konzentration von 24 ng/ul eingesetzt und die Ansatze vor der Messung 20 min mit verschiedenen
Zusatzen inkubiert. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten +
Standardabweichung dar. Die Zahlen in Klammern geben die Konzentration der Zusatze in mM, bzw. bei
Tween 20 in % an. Die Enzymaktivitat von SSBT3 ohne jeglichen Zusatz wurde gleich 100 % gesetzt.
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3.1.8 Effekt der Substratkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit von
S/SBT3

Die Abhangigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von SSBT3 von steigenden Substrat-
konzentrationen wurde mittels Enzymaktivitatstest (Kap. 2.7.1) untersucht. Das fluorogene
Systemin-Peptid wurde in einem Bereich von 2,5-200uM eingesetzt. Um von relativen
Fluoreszenzanderungen auf die Menge umgesetzten Substrats rickschlieBen zu kénnen, wurde
dieser Wert zur Fluoreszenzintensitat in Bezug gesetzt, der bei vollstdndigem Umsatz einer
bekannten Menge Substrates durch Trypsin beobachtet wurde. Die Michealis-Menten-Konstante
(Km) sowie die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) wurden direkt aus den Messwerten der
Michaelis-Menten-Kurve ermittelt. Dabei wird das Wertepaar K., und V.« berechnet, indem die
experimentell ermittelten Werte fiir die Reaktionsgeschwindigkeit (V) der Michaelis-Menten-
Gleichung Uber die Methode der kleinsten Fehlerquadrate angepasst werden. Eine genaue
Beschreibung der Anwendung findet sich auf der Internetseite der Universitat Paisley (England,
http://orion1.paisley.ac.uk/kinetics/Chapter_2/contents_chap2.html).

SKBT3 wies eine Michaelis-Menten-Kinetik auf (Abb. 3.1.12). Fir das fluorogene Systemin-
Substrat zeigte SSBT3 einen K,-Wert von 32 pM und eine Vi von 0,15 nmol/min. Als weitere
kinetische Parameter wurden die Wechselzahl (k.:) und die katalytische Effizienz (Keat/Km)
berechnet, sie lagen fiir SBT3 beziiglich des fluorogenen Systemin-Substrats bei 0,044 s bzw.
1,37 s*mM? (Tab. 3.1.1).
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Abb. 3.1.12  Einfluss der Substratkonzentration auf die Reaktionsgeschwindigkeit von S/SBT3

Zwischen 2,5 und 200 pM des fluorogenen Systemin-Peptids wurden als Substrat zu je 24 ng/ul SSBT3
zugegeben und die Enzymaktivitdit gemessen. Die Datenpunkte stellen die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten + Standardabweichung dar.

A. SBBT3 weist eine Michaelis-Menten-Kinetik auf.

B. Hanes Plot (y=6,3725x+225,83).
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3.1.9 Substratspezifitat von S/SBT3

MALDI-TOF MS

Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie wurden verschiedene synthetische Peptide (Systemin,
Glucagon, oxidierte Insulin-B-Kette, Mellitin, Bradykinin, Neurotensin und Substance P) als
maogliche Substrate von SSBT3 untersucht (s. Kap. 2.7.2). Die Aufnahme der Massenspektren
erfolgte nach 2 und nach 15 h Inkubationszeit. Dabei konnte beobachtet werden, dass einige
Substrate schneller gespalten wurden als andere. AuBerdem gab es auch innerhalb eines
Substrates Bindungen, die schneller gespalten wurden als andere. Die Substrate Systemin,
Glucagon und die oxidierte Insulin-B-Kette wurden schon innerhalb von 2 h vollsténdig umgesetzt.
Bei den anderen Substraten konnte ein Abbau erst nach 15 h nachgewiesen werden. Bradykinin
wurde als einzig getestetes Substrat nicht von SKSBT3 gespalten. Die Spaltprodukte konnten
anhand ihrer Masse identifiziert und die jeweiligen Spaltstellen abgeleitet werden (Abb. 3.1.13).
Rekombinante SSBT3 zeigte demnach eine Praferenz fur Glutamin in der P;-Position des
Substrates (Nomenklatur der Spaltstellen nach SCHECHTER & BERGER 1967). Beispielhaft ist in
Abbildung 3.1.14 das Massenspektrum der MALDI-TOF-Analyse der Systeminspaltung mit
rekombinanter SSBT3 dargestellt. Das 2010 Da groBe Systemin-Peptid wurde nach zweistlindiger
Inkubation mit SSBT3 in ein Produkt gespalten, dessen Masse mit 1793 Da den ersten
16 Aminosauren des Systemin-Peptids entspricht. Die hydrolytische Spaltung erfolgte daher nach
der Aminosaure Glutamin (Abb. 3.1.14).

Systemin: AVQSKPPSKRDPPKMQTD

Glucagon: HSQGTFTSDYSKYLDSRRAQDFVQWLMNT

Substance P: RPKPQQFFGLM

Insulin: FVNQHLC(SO3H)GSHLVEALYLVC(SO3H)GERGFFYTPKA
(ox. B-Kette)

Mellitin: GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ

Neurotensin: pELYENKPRRPYIL

Bradykinin: RPPGFSPFR

Abb. 3.1.13 Bedeutung der Aminosaure in Position P, des Substrats fiir die Priaferenz von S/SBT3

Aminosduresequenzen der Peptide, die als Substrat fiir SSBT3 eingesetzt wurden. Die in der P;-
Position haufig vorkommende Aminosaure Glutamin (Q) ist rot gekennzeichnet. Die Pfeile markieren die
identifizierten Spaltstellen. Dabei sind die bevorzugten Spaltstellen (Spaltung nach 2 h) mit gréBeren
Pfeilen gekennzeichnet (l ). Die diinnen Pfeile (l ) markieren eine Spaltung nach 15 h Inkubation mit
SKBT3. Die Aminosauresequenzen der Substrate sind in der Einbuchstaben-Schreibweise dargestellt.
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Abb. 3.1.14 MALDI-TOF-Analyse der Systeminspaltung mit rekombinanter S/SBT3

A. Massenspektrum des ungespaltenen Systemin-Peptids (2010 Da) im Kontrollansatz (t).
B. Massenspektrum nach 2-stiindiger Inkubation mit SSBT3. Das 2010 Da groBe Systemin-Peptid ist in
ein 1793 Da groBes Produkt gespalten worden.

Um die Rolle jeder einzelnen Aminosaure innerhalb der Primarstruktur des Systemin-Peptids auf
die Substraterkennung und Spalteffizienz von SSBT3 genauer zu analysieren, wurden Alanin-
substituierte Systemin-Analoga im MALDI-TOF-MS untersucht. Dabei wurden Systemin-Analoga
eingesetzt, bei denen jeweils eine Aminosaure in Position 9 - 18 der Aminosdauresequenz von
Systemin durch Alanin ersetzt worden war. Bis auf die Kristallisationsmatrix (5 mg/ml HCCA) waren
Versuchsbedingungen und —durchfiihrung die gleichen wie unter Kapitel 2.7.2 beschrieben.

Die MALDI-TOF-MS Analyse ergab, dass von den getesteten Peptiden nur das GIn'*®Ala nicht von
SKBT3 gespalten werden konnte. Bei allen anderen Analoga konnten bereits nach 30 min
Spaltprodukte detektiert werden. Abbildung 3.1.15 zeigt exemplarisch den Zeitverlauf der
Hydrolyse zweier Alanin-substituierter Systemin-Analoga nach Inkubation mit SSBT3. Fir das
Met™Ala Analogon mit einer Masse von 1950 Da lasst sich bereits nach 30 min ein Spaltprodukt
nachweisen, nach 2 h ist es vollstéandig hydrolysiert. Die Masse des Spaltproduktes entspricht mit
1733 Da den ersten 16 Aminosauren des Systemin-Analogons.

Demzufolge fand die hydrolytische Spaltung auch hier nach der Aminosdaure Glutamin statt
(3.1.15A). GIn'®Ala mit einer molekularen Masse von 1952 Da wurde von SSBT3 nicht gespalten
(3.1.15B). Die Aminosadure Glutamin in Position P; scheint somit eine wichtige Funktion flr die

Substraterkennung durch SSBT3 zu erfiillen.
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Zeitverlauf der Spaltung zweier Alanin-substituierter Systemin-Analoga

A. Spaltung des MetAla Derivates von Systemin. Nach 30-miniitiger Inkubation mit SSBT3 ist ein
Spaltprodukt zu erkennen. Nach 2-stiindiger Inkubation ist das Ausgangspeptid (1949 Da) vollsténdig

hydrolysiert.

B. Spaltung des GIn'®Ala Derivates von Systemin. Das Peptid mit einer Masse von 1952 Da wird von

SKBT3 nicht gespalten.

Protease Spot-Test

Um die Ergebnisse aus den MALDI-TOF-MS Experimenten weiter zu spezifizieren, wurde die

Bedeutung der Aminosduren in Ndhe der Spaltstelle (Ps, P4, P3, Py, Py, Py’ Py’ und P3’) fiir die

Substratspezifitdt von SSBT3 mittels Protease Spot-Test untersucht (s. Kap. 2.7.3). Die im

Protease Spot-Test eingesetzten fluorogenen Peptide basierten auf der Aminosauresequenz des
Systemin-Peptids (SKRDPPKMQTDS). Ausgehend davon wurden 60 Peptide synthetisiert, welche

sich jeweils in einer Aminosaure vom urspriinglichen Systemin-Peptid-Fragment unterschieden.

Daflir wurden die Aminosauren an den Position Ps bis P;’ systematisch durch eine Aminosaure aus
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je einer der folgenden Gruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften ausgetauscht:
Alanin (aliphatisch), Phenylalanin (aromatisch), Asparagin und Serin (polar), Aspartat (sauer),
Lysin (basisch) und Prolin (unpolar). Zusatzlich wurden die Aminosuren an den Position P, bis P,
systematisch durch eine der folgenden Aminosduren ausgetauscht: Valin, Glycin (beide unpolar),
Tryptophan, Tyrosin (beide polar), Leucin, Isoleucin (beide aliphatisch) und Histidin (basisch). Eine
vollstandige Liste aller im Protease Spot eingesetzten Peptide und ihre Sequenzen findet sich im
Anhang (Tab. 6.1). Die Peptide waren C-terminal auf Cellulosemembranen fixiert und N-terminal
fluoreszenzmarkiert.

Nach Zugabe der SSBT3-Protease zu den Peptiden, wurden nach 6 h, 24 h und 30 h Aliquote
entnommen und die Zunahme der Fluoreszenz bei 420 nm im Reaktionsliberstand gemessen. Die
gewonnene Steigung stellte ein MaB fir die Umsatzrate des Enzyms dar. Zur Vereinfachung der
Auswertung und Darstellung wurde die Umsatzrate von Systemin gleich 1 gesetzt und die anderen
Substrate in Relation dazu betrachtet.

A B

5
P |
g4 Systemin SKRDPPKMQ TDS
d -
5 5 Peptid 3 SKRDPPKKQ TDS
E Peptid1 SKRDPPKMH TDS
2 2] Peptid 7 SKRDPPKMQ KDS
% Peptid 6 SKRDKPKMQ TDS
o 1

0

Systemin Peptid 1 Peptid 3 Peptid 6 Peptid 7

Abb. 3.1.16 Ergebnisse des Protease Spot-Tests

Nach Zugabe der SSBT3-Protease zu den Peptiden, wurden nach 6 h, 24 h und 30 h Aliquote
entnommen und die Fluoreszenzzunahme bei 420 nm gemessen. Angegeben sind die relativen
Umsatzraten im Vergleich zu Systemin, dessen Umsatzrate gleich 1 gesetzt wurde.

A: Ergebnisse fiir die vier Peptide, welche im Protease Spot-Test eine im Vergleich zu Systemin
héhere Umsatzrate zeigten.

B: Aminosduresequenzen der vier Peptide. Die gednderten Aminosduren im Vergleich zu Systemin
sind rot markiert. Die Spaltstelle von Systemin ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Von den 60 Peptiden wurde nur bei vier Peptiden eine relative Umsatzrate von groBer als 2
festgestellt. Diese Peptide stellten somit deutlich bessere Substrate als das Systemin-Peptid-
Fragment dar. Die meisten Peptide wiesen eine Umsatzrate zwischen 1 und 2 auf und wurden
somit nicht als wesentlich besser als das Systemin-Peptid-Fragment gewertet. Nur zehn Peptide
wurden langsamer hydrolysiert, die geringste relative Umsatzrate lag bei 0,6 (nicht gezeigt). In
Abbildung 3.1.16 sind die Ergebnisse zusammengefasst. Betrachtet man die Aminosauresequenz
des Peptids 3, welches sich als bestes der getesteten Substrate flir SSBT3 erwies, scheint ein

Lysin in der P,-Position die Umsatzgeschwindigkeit zu erhéhen, das Peptid wird also zu einem
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"besseren" Substrat flir SSBT3. Auch der Austausch von Glutamin in Position P; gegen Histidin

verbessert das Substrat (Peptid 1), sowie eine Substitution von Threonin durch Lysin in Position P;
(Peptid 7) und der Austausch von Prolin gegen Lysin in der Position Ps (Peptid 6).

Fluorogene Systemin-Analoga

Zur Bestdtigung der Ergebnisse des Protease Spot-Test, wurden fluorogene Substrate, die
Peptid 1, Peptid 3 sowie drei weiteren Peptiden entsprechen und die basierend auf der
Primdrsequenz des Systemin-Peptids in den Positionen P,, P; und P;" verandert wurden, in
Auftragsynthese hergestellt (Tab. 2.2), und flir enzymkinetische Messungen mit SSBT3 eingesetzt
(Kap 3.1.8). Die Michealis-Menten-Konstante (K,), die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax),
die Wechselzahl (ket) und die katalytische Effizienz (ke.t/Kn) wurden berechnet und den Werten
des fluorogenen Systemin-Peptids gegeniiber gestellt. Abbildung 3.1.17 zeigt die Michaelis-
Menten-Kinetiken von Peptid 1, Peptid 2, Peptid 3 und Peptid 4. Flr Peptid 5 konnten keine
kinetischen Kenndaten erfasst werden, da es unter den gegebenen Testbedingungen nicht von
SKBT3 gespalten wurde.

In Tabelle 3.1.2 sind die kinetischen Kenndaten der flinf Peptide und des Systemin-Peptids
zusammengefasst. Bei Peptid 3 war eine sechsfache Verbesserung der katalytischen Effizienz im
Vergleich zu Systemin zu beobachten. Dies stimmt mit dem Ergebnis des Protease Spot-Test
Uberein. Auch bei diesem Test war Peptid 3 das beste Substrat flir SSBT3. Betrachtet man die
Werte fir die katalytische Effizienz (k.t/Km) genauer, bestdtigt sich die Annahme aus dem
Protease Spot-Test, dass ein Lysin in Position P, die Substraterkennung verbessert. Dies zeigte sich
sowohl beim Vergleich von Systemin mit Peptid 3 als auch bei der Betrachtung von Peptid 1 und
Peptid 2. Stellt man die ket/Kn-Werte von Peptid 4 und Peptid 2 gegeniiber, lasst sich auch eine
Verbesserung des Substrats durch ein Lysin in Position P;" erkennen. Somit konnte ein weiteres
Ergebnis des Protease Spot-Tests bestatigt werden. Im Gegensatz zum Protease Spot-Test wurde
festgestellt, dass Peptid 1 eine schlechtere katalytische Effizienz aufwies als Systemin. Im Protease
Spot-Test dagegen flihrte ein Austausch von Histidin in Position P; zu einer Verbesserung des
Substrates fir S5BT3.

Betrachtet man die K,-Werte fallt auf, dass die Unterschiede fiir alle vier Peptide relativ gering
sind. Das heiBt, dass die Affinitdt der untersuchten Peptide zu SSBT3 annahernd gleich ist. Die
beobachteten Unterschiede in der katalytischen Effizienz sind daher vor allem auf die

unterschiedlichen k.+-Werte zurlickzufiihren.
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Abb. 3.1.17  Effekt der Substratkonzentration von Peptid 1 - 4 auf die Reaktionsgeschwindigkeit von
SSBT3
Auf der Primdrsequenz des Systemin-Peptids basierende fluorogene Peptide (1-5) wurden in einer
Konzentration zwischen 2,5 und 200 pM als Substrat zu je 24 ng/ul SSBT3 zugegeben und die
Reaktionsgeschwindigkeit anhand der Fluoreszenzzunahme gemessen. Die Michealis-Menten-Konstante
(Km) und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Viax) wurden ermittelt, wie in Kapitel 3.1.8
beschrieben. Fiir Peptid 5 konnten keine kinetischen Kenndaten erfasst werden, da es unter den
gegebenen Testbedingungen nicht von SSBT3 gespalten wurde.
Tab. 3.1.1 Kinetische Parameter von S/SBT3 fiir die untersuchten fluorogenen Peptide
Die kinetischen Daten wurden ermittelt wie in Abbildung 3.1.17 beschrieben.
I(m'wert vmax I(cat I(cat/ Km
AS Sequenz [uM] [nmol/min] [s7] [sT*mM™]
Systemin SKRDPPKMQTD 32 0,15 0,044 1,37
Peptid 1 SKRDPPKMHTD 66 0,01 0,003 0,05
Peptid 2 SKRDPPKKHTD 54 0,14 0,041 0,77
Peptid 3 SKRDPPKKQTD 28 0,8 0,230 8,25
Peptid 4 SKRDPPKKHKD 40 0,13 0,038 0,94
Peptid 5 SKRDPPKKQKD m—- ke ——- m—-
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Kurzzusammenfassung I —
Aufreinigung und biochemische Charakterisierung von S/SBT3

Ein Aufreinigungsprotokoll zur Gewinnung von reinem, aktivem SSBT3 mittels
Ammoniumsulfat-Fallung (60 — 85 % Sattigung), Kationen-Austauschchromatographie im
Batch-Verfahren (SP Sepharose FF) und Anionen-Austauschchromatographie (Resource Q)
wurde etabliert und mit diesem insgesamt Uber 15 mg SSBT3 aus einer transgenen
Tomatenzellsuspensionskultur aufgereinigt.

Die biochemische Charakterisierung zeigte, dass S5BT3 bis 60 °C thermostabil ist und mit
pH 7,5 ein alkalisches pH-Optimum besitzt. Die Aktivitat des Enzyms wurde durch die
Serinproteinase-Inhibitoren AEBSF und PMSF gehemmt. SSBT3 wies eine Michaelis-
Menten-Kinetik mit einem K,,-Wert von 32 uM fiir ein fluorogenes Systemin-Peptid auf.

Die Strukturanalyse von SGSBT3 lieferte Kristalle, die im Synchotron bis zu einer Auflésung
von 2,5A beugten. Anhand der vorliufigen Interpretation der Réntgenbeugungsdaten
kann postuliert werden, dass SSBT3 im aktiven Zustand als Dimer vorliegt. Die Struktur
der Protase-Domadne ist der bereits strukturaufgeklarter bakterieller Subtilasen sehr
ahnlich.

Untersuchungen zur Substratspezifitat ergaben eine Praferenz von SSBT3 flr Glutamin in
der P;-Position des Substrats. Zudem scheint ein Lysin in Position P, und P, die Substrat-
eigenschaften fiir SSBT3 zu verbessern.
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3.2 Expression von S/SBT3 in Tomatenpflanzen

Um Hinweise auf die /n wvivo-Funktion von S/SBT3 zu erhalten, wurde eine detaillierte
gewebespezifische- und entwicklungsabhdangige Expressionsanalyse durchgefiihrt, sowie die
S/SBT3-Expression in Reaktion auf verschiedene Stimuli untersucht. Fir die Expressionsanalyse
von S/SBT3 wurden transgene Pflanzen eingesetzt, die das w/idA-Reportergen (GUS) unter Kontrolle
des S/SBT3-Promotors exprimieren, auBerdem wurde RNA aus verschiedenen Pflanzenorganen, in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien und nach verschiedenen Behandlungen isoliert und fir

semiquantitative RT-PCR- und Northern Blot-Analysen eingesetzt.

3.2.1 Reportergenanalyse der S/SBT3-Expression

Eine histochemische Lokalisation der S/SB73-Promotor::GUS-Expression wurde in keimenden
Samen, Keimlingen und verschiedenen Pflanzenorganen durchgefiihrt. Fir diesen Versuch wurden
homozygote Pflanzen der T,-Generation von drei Linien verwendet, die aus unabhdngigen
Transformationsereignissen hervorgegangen waren, was mittels Southern Blot-Analysen bestatigt
werden konnte (siehe Anhang Abb. 6.1). Abbildung 3.2.1 zeigt exemplarisch die GUS-Farbung fir
Linie GUS 5-2. Alle drei Linien zeigten eine vergleichbare B-Glucuronidase-Aktivitdt in den
untersuchten Pflanzenteilen. Allerdings war sie in der gezeigten Linie am starksten ausgepragt.

In keimenden Samen war 24 h nach dem Beginn der Quellung noch keine GUS-Aktivitat zu
erkennen. Nach 48 h war eine GUS-Aktivitat in der die Samenschale durchbrechenden Wurzel und
am micropylaren Endosperm zu detektieren. Zu spateren Zeitpunkten beschrankte sich die
Blauféarbung auf das micropylare Endosperm, die Wurzelspitze und die Abschnitte der Wurzel, die
eine verstarkte Wurzelhaarbildung aufwiesen (Abb. 3.2.1 A-D).

In 10- bzw. 16-Tage alten Keimlingen war eine GUS-Aktivitdt in Wurzel, Hypokotyl und
Kotyledonen zu erkennen. Die Blaufarbung war dabei jeweils im Leitgewebe der Keimlinge zu
beobachten (Abb. 3.2.1 E-F). X-Gluc- (5-bromo-4-chloro-3-Indolylglucuronid) gefarbte Blatter
zeigten ebenfalls eine deutliche Blaufarbung im Leitgewebe, die an der Basis der Blattstiele am
starksten war (Abb. 3.2.1 G-H). Eine starke GUS-Aktivitdt wurde auBerdem in den Wurzeln
beobachtet und dort vor allem an den Orten lateralen Wurzelwachstums und in den Wurzelspitzen
(Abb. 3.2.1 I-K).

Blitenmaterial in verschiedenen Entwicklungsstadien (vor, wahrend und nach der Anthese) wurde
ebenfalls auf GUS-Aktivitdt untersucht. Dabei konnte in keinem der untersuchten Blitenstadien

eine Blaufarbung nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
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Abb. 3.2.1 Histochemische Lokalisation der S/SBT3 Promotor-Aktivitit in keimenden Samen, Keim-
lingen und verschiedenen Organen von S. /ycopersicum, mit Hilfe des widA (GUS)
Reportergens

GUS-Aktivitdt in keimenden Samen (A-D), in 10-Tage (E) bzw. 16-Tage alten Keimlingen (F), im
Leitgewebe der Blatter (G), im Blattstiel (H), sowie in Wurzeln (I und K).

Um die S/SBT73-Promotor::GUS-Expression auf Zellebene zu lokalisieren, wurden Querschnitte des
Hypokotyls angefertigt. Hierfir wurden Keimlinge mit starker B-Glucuronidase-Aktivitat in
Kunstharz eingebettet und 5 - 8 um dicke Querschnitte erstellt (Kap. 2.12). Blaufarbung war in den
Leitblindelgeweben und bei stérkerer VergroBerung im Phloem sowie in Xylemparenchymzellen
nachweisbar (Abb. 3.2.2).
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Abb. 3.2.2 Histochemische Lokalisation der S/SB73-Promotor-Aktivitdit im Hypokotyl einer

X-Gluc-gefarbten Pflanze

Hypokotyl-Querschnitt eines X-Gluc gefarbten, in Kunstharz eingebetteten Tomatenkeimlings (A)

und Teilausschnitt (B). Die gefarbten Sektionen wurden mit dem Lichtmikroskop im Hellfeld bei
100 x VergrdBerung betrachtet.
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3.2.2 RT-PCR-Analyse der Expression von S/SBT3

Parallel zur histochemischen Lokalisation der S/SB73Promotor::GUS-Expression in keimenden
Samen, Keimlingen und verschiedenen Pflanzenorganen wurde eine Expressionsanalyse mittels
RT-PCR durchgefiihrt.

Spezifitat der SSSBT3-Primer

Die Spezifitat der verwendeten SSBT3-Primer wurde zundchst durch PCR Uberpriift. Das erwartete
PCR-Produkt mit einer GréBe von 435 bp lieB sich nur mit der S/SB73, nicht aber mit den
S/SBT1, 2, und 4 cDNAs als Matrize nachweisen (Abb. 3.2.3). Die Primer erwiesen sich damit als

geeignet flr den spezifischen Nachweis von S/SB73.

M K12 3 4

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Abb. 3.2.3 Spezifitat der SSBT3-Primer

PCR auf cDNA von SISBT1 (1), SISBTZ2 (2), SISBT3 (3) und S/SBT4(4) mit der fir SSBT3 spezifischen
Primerkombination. K bezeichnet die Kontroll-PCR ohne cDNA. Als GroBenstandard diente ein 1 kb-DNA-
Standard (M).

Expression von S/SBT3-mRNA wadhrend der Samenquellung und -keimung sowie in
Tomatenkeimlingen

Fir die Analyse der S/ISB73mRNA-Expression wahrend der Samenquellung und —keimung wurden
60 Samen, aufgeteilt auf drei Petrischalen, auf befeuchtetem Filterpapier ausgelegt und im
Brutschrank bei 25 °C im Dunkeln inkubiert. Nach 24, 48 und 72 h wurden je 20 vorgequollene
Samen geerntet. Aus den vorgequollenen Samen wurde RNA isoliert (Kap. 2.10.1.3), Uber Reverse
Transkription die cDNA gewonnen und eine RT-PCR-Analyse durchgefiihrt (Kap. 2.10.4).
Desweiteren wurden Keimlinge 10 bzw. 16 Tage lang steril im Kulturraum bei 22 °C und einer
Photoperiode von 12 h kultiviert. Die RNA wurde aus Wurzeln, Hypokotylen und Kotyledonen
extrahiert und flr die RT-PCR Analyse eingesetzt.
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SISBT3 wurde 48 h nach Beginn der Quellung sowie zu spateren Zeitpunkten (Abb. 3.2.4 A) und in
allen untersuchten Organen exprimiert (Abb. 3.2.4 B). Die mittels histochemischer GUS-

Lokalisation gewonnenen Ergebnisse konnten mittels RT-PCR bestatigt werden.

500 bp S/SBT3
250 bp S/SBT3
gts)g EE Actin 500 bp Actin

25 Zyklen . 25 Zyklen

p
500 bp Actin
250 bp 30 Zyklen 500 bp Actin
30 Zyklen

250 bp

Abb. 3.2.4 RT-PCR Analyse der S/SBT3-Expression wahrend der Samenquellung und -keimung sowie in
Tomatenkeimlingen

RNA aus Samen (A) und den angegebenen Organen (B) wurde revers transkribiert und die gewonnene
cDNA fiir die PCR eingesetzt. Die Primerpaare waren spezifisch fir S5BT3 (35 Zyklen) und Actin (25 bzw.
30 Zyklen). Kontollreaktionen enthielten 100 ng genomische DNA aus Tomate (gDNA) bzw. keine DNA-
Matrize (0-Wert). Als GréBenstandard diente ein 1 kb-DNA-Standard (Marker).
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Expression von S/SB73-mRNA in verschiedenen Tomatenorganen

Aus verschiedenen Organen (Wurzel, unterer und oberer Teil des Stangels, Blattstiele (BS), junge,
halb entwickelte (halb entw.) und voll entwickelte (voll entw.) Blatter und offene Bliiten) sechs
Wochen alter Pflanzen wurde RNA isoliert und fiir die RT-PCR-Analyse eingesetzt.

SISBT3 wurde in allen untersuchten Organen exprimiert (Abb. 3.2.5) Allerdings war die Expression
in der Wurzel, im gesamten Sténgel und Blattstielen deutlich stérker als in den anderen
untersuchten Organen. In der offenen Blite konnte im Gegensatz zur histochemischen Lokalisation
eine S/SBT3-Expression nachgewiesen werden. Von dieser Ausnahme abgesehen, konnten die

Ergebnisse der histochemischen Lokalisation mittels RT-PCR bestatigt werden.

Actin
25 Zyklen

Actin
30 Zyklen

Abb. 3.2.5 RT-PCR Analyse der S/SBT3-Expression in verschiedenen Organen von S. /ycopersicum

RNA aus den angegebenen Organen wurde revers transkribiert und die gewonnene cDNA fir die PCR
eingesetzt. Die Primerpaare waren spezifisch fiir SGBT3 (35 Zyklen) und Actin (25 bzw. 30 Zyklen).
Kontrollreaktionen enthielten 100 ng genomische DNA aus Tomate (gDNA) bzw. keine DNA-Matrize
(0-Wert). Als GroBenstandard diente ein 1 kb-DNA-Standard (Marker). BS bedeutet Blattstiele, entw. steht
fir entwickelt.

3.2.3 Expression von S/SB73 in Reaktion auf verschiedene Stimuli
3.2.3.1 Expression von S/SB73 nach Behandlung mit Fusicoccin

Flr zwei der Tomaten-Subtilasen aus der P69-Unterfamilie konnte gezeigt werden, dass sie nach
Pathogenbefall induziert werden (VERA & CONEJERO 1988, TORNERO ET AL. 1996, JORDA ET AL. 1999).
Fusicoccin, ein Gift, welches vom Pilz Fusicoccum amygdali produziert wird, induziert verschiedene
Gene pflanzlicher Pathogenabwehr, so genannte PR-Gene (FRICK & SCHALLER 2002, SINGH &
ROBERTS 2004). Um eine mdgliche Rolle von SSBT3 bei der Pathogenabwehr zu untersuchen, sollte
die Expresson von SBT3 nach Fusicoccin-Behandlung analysiert werden. Hierfir wurden zwei
Wochen alte Tomatenpflanzen wie unter Kapitel 2.14.1 beschrieben mit Fusicoccin behandelt.
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Nach definierter Behandlungsdauer wurde Blattmaterial geerntet, RNA extrahiert (Kap. 2.10.1.3)
und eine Northern Blot-Analyse (Kap. 2.10.6) durchgeftihrt.

Eine deutliche Induktion der S/ISB73-Expression war 4 h nach Behandlung zu erkennen und konnte
auch nach 8 h noch nachgewiesen werden (Abb. 3.2.6 A). Das Maximum der S/SBT3-Expression
war nach 6 h festzustellen.

In einem zweiten Versuch wurde die Induktion der SSBT3-Expression durch Fusicoccin in zwei
Wochen alten Tomatenpflanzen im Vergleich zu pufferbehandelten Kontrollpflanzen mittels RT-PCR
analysiert. Abbildung 3.2.6 B zeigt eine, wenn auch im Vergleich zur Kontrollgruppe schwache
Induktion der S/SB73-Expression 3 h nach Behandlung, die sich nach 6 h etwas verstarkte. Die
Induktion von SSBT3 nach Behandlung mit Fusicoccin ist ein erster Hinweis auf eine mdgliche
Funktion der Protease bei der Pathogenantwort.

Die Northern Blot-Analyse mit Fusicoccin-behandelten Wt-Pflanzen wurde ein zweites Mal
durchgefiihrt. Dieses Mal wurde eine Gruppe von Kontrollpflanzen parallel nur mit Pufferlésung
behandelt. Bei diesem Versuch konnte keine Induktion der SSBT3-Expression nach Behandlung
mit Fusicoccin im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden (nicht gezeigt), was die Ergebnisse
der beiden oben aufgefiihrten Versuchen nicht bestatigt. Dies kénnte bedeuten, dass die in den
ersten beiden Versuchen detektierte Induktion von SSBT3 nicht von Fusicoccin ausgeldst wurde.
Eine Mdglichkeit ware eine Induktion von SSBT3 als Folge der Verwundung bei der Fusicoccin-
Applikation. Dies wiirde auch die Induktion von SSBT3 in der Kontrollgruppe bei der RT-PCR-

Analyse erklaren.

A B
Fusicoccin

1h 3h 6h
0 K FC K FC K FC gDNA

M

0 051 15 2 4 6 8 Zeit[h]nach Behandlung
: 5006 SBT3

b B SSBT3-Sonde 250 bp

Actin
25 Zyklen

Actin
30 Zvklen

Abb. 3.2.6 S/SBT3-Expression in Wt-Pflanzen nach Fusicoccin-Behandlung

A. Zwei Wochen alte Wildtyp-Tomatenpflanzen wurden (ber den Transpirationsstrom mit 3 pM
Fusicoccin-Losung (FC) behandelt und die Expression von S/SB73 zu definierten Zeitpunkten mittels
Northern Blot-Analyse bestimmt. In jeder Spur wurden 5 pg RNA geladen, elektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen. Der Blot wurde mit einer radioaktiv
markierten SSBT3-Sonde hybridisiert (oben). Zur Kontrolle der aufgetragenen RNA wurde das Gel mit
Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt (unten).

B. Zusatzlich zur Fusicoccin-Behandlung (FC, 3 pM) wurden zwei Wochen alte Wildtyp-
Tomatenpflanzen mit Pufferlésung (K) behandelt und die Expression von S/SB73 zu definierten
Zeitpunkten mittels RT-PCR bestimmt. Die Primerpaare waren spezifisch fir SSBT3 (35 Zyklen) und
Actin (25 bzw. 30 Zyklen). Kontollreaktionen enthielten 100 ng genomische DNA aus Tomate (gDNA)
bzw. keine DNA-Matrize (0-Wert). Als GroBenstandard diente ein 1 kb-DNA-Standard (M).
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3.2.3.2 Expression von S/SB73 nach Behandlung mit Salicylsaure

Im vorhergehenden Kapitel wurde bereits erwahnt, dass Mitglieder der Tomaten-Subtilase-
Unterfamilie P69 nach Pathogenbefall induziert werden. Ein Signalmolekil, welches bei der
Reaktion der Pflanze nach Pathogenbefall freigesetzt wird und bei der Signallibertragung sowie bei
der Aktivierung von PR-Genen eine wichtige Rolle spielt, ist die Salicylsdure (DELANEY ET AL. 1994).
Es lag daher nahe, eine mdgliche Induktion von SSBT3 durch Salicylsaure zu untersuchen. Hierzu
wurde RNA von zwei Wochen alten, mit Salicylsdure behandelten (Kap. 2.14.1) Tomatenpflanzen
extrahiert und eine Northern Blot-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde der gleiche Blot zundachst mit
der SKBT3-spezifischen Sonde und nach Entfernen derselben mit einer spezifischen PR-3a-Sonde
hybridisiert. PR-3a kodiert flir eine basische Chitinase. Dieses Protein gehodrt zur Klasse der PR-
Proteine, welche nach Pathogenbefall induziert werden (LINTHORST 1991). Eine PR-3a-spezifische
Sonde kann somit als Kontrolle flir eine erfolgreiche Salicylsaure-Behandlung verwendet werden.
Dabei muss eine Induktion des PR-3a-Gens nach Salicylsdurebehandlung zu erkennen sein.

Es konnten keine S/SB73Signale auf der Membran detektiert werden (Abb. 3.2.7 A). Das
PR-3a-Gen wurde wie zu erwarten, durch die Salicylsaure-Behandlung induziert (Abb. 3.2.7 B). Die
Expression von SSBT3 wurde durch die Salicylsaure-Behandlung nicht beeinflusst. Somit scheint

SKBT3 keine Rolle in der durch Salicylsdaure vermittelten Pathogenantwort zu spielen.

Kontrolle Salicylsaure

0136 9 13 6 9 Zeit[h]nach Behandlung

B I * PR-3a-Sonde

Abb. 3.2.7 S/SBT3 Expression in Wt-Pflanzen nach Salicylsaure-Behandlung

Zwei Wochen alte Wildtyp-Tomatenpflanzen wurden (ber den Transpirationsstrom mit 2 mM
Salicylsdure-Losung bzw. mit Pufferlésung (Kontrolle) behandelt und die Expression von S/SB73 zu
definierten Zeitpunkten mittels Northern Blot-Analyse bestimmt. In jeder Spur wurden 5 ug RNA
geladen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen. Der Blot
wurde sukzessive mit radioaktiv markierten Sonden fiir SSBT3 (A) und PR-3a (B) hybridisiert. Zur
Kontrolle der aufgetragenen RNA wurde das Gel mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt (C).
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3.2.3.3 Expression von S/SB73 nach Infektion mit P. syringae und X. campestris

Nachdem eine Induzierbarkeit von SSBT mit dem Pilz-Elicitor Fusicoccin festgestellt wurde, sollte
Uberpriift werden, ob SSBT3 nach Pathogenbefall induziert werden kann und damit eine Rolle bei
der Pathogenantwort von Tomatenpflanzen spielen kdnnte. Hierzu wurde RNA von zwei Wochen
alten Tomatenpflanzen, welche mit Pseudomonas syringae und Xanthomonas campestris infiltriert
wurden (Kap. 2.14.2), extrahiert und eine Northern Blot-Analyse durchgeflihrt. Dabei wurde der
gleiche Blot zunachst mit der S/SB73spezifischen Sonde und anschlieBend mit der PR-3a-
spezifischen Sonde hybridisiert, um sicher zu gehen, dass die Infiltration der Bakterien auch zu
einer Pathogenese gefilhrt hatte. Dabei muss eine Induktion des PR-3a3-Gens nach
Bakterieninfiltration zu erkennen sein.

Zwei Tage nach Behandlung mit X. campestris konnte eine Induktion von S/SB73 beobachtet
werden, die auch am dritten Tag noch anhielt (Abb. 3.2.8). Weitere Zeitpunkte (vier und sechs
Tage nach Behandlung) konnten nicht untersucht werden, da die Pflanzen zu diesen Zeitpunkten
schon starke Symptome der Bakterieninfektion aufwiesen — die Blatter waren fast vollstdndig
nekrotisch, so dass keine intakte RNA isoliert werden konnte. Die Behandlung mit A. syringae hatte
keinen Einfluss auf die Expression von S/SB73 (Abb. 3.2.8 A). Die erwartete Induktion des PR-3a
Gens nach Bakterieninfektion konnte flir beide Bakterienspecies gezeigt werden. Allerdings war
auch bei den Kontrollpflanzen eine, wenn auch schwache, Induktion des PR-3a-Gens zu
beobachten (Abb. 3.2.8 B). Bei der Infiltration der Lésungen in die Blattunterseite kann eine
Verletzung der Pflanzen nicht génzlich ausgeschlossen werden. Uber diese Wunde kénnten die

Kontrollpflanzen mit Pathogenen infiziert worden sein.

Kontrolle P. syringae X. campestris

01 2 3 4 60 1 2 3 4 60 1 2 3 Zeit[d]nachBehandlung
A O R e R e

L]

S/SBT3-Sonde

PR-3a-Sonde

Abb. 3.2.8 S/SBT3-Expression in Wt-Pflanzen nach Behandlung mit P. syringae und X. campestris

Zwei Wochen alte Wildtyp-Tomatenpflanzen wurden mit Bakteriensuspension bzw. mit Pufferldsung
(Kontolle) infiltriert und die Expression von SS5BT3 nach bestimmten Zeitpunkten mittels Northern
Blot-Analyse bestimmt. In jeder Spur wurden 5 pug RNA geladen, elektrophoretisch aufgetrennt und
auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Der Blot wurde sukzessive mit radioaktiv markierten
Sonden fiir SBT3 (A) und PR-3a (B) hybridisiert. Zur Kontrolle der aufgetragenen RNA wurde das Gel
mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt (C).
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3.2.3.4 Expression von SSBT3 nach mechanischer Verwundung

In Kapitel 3.1.9 wurde gezeigt, dass SSBT3 in der Lage ist, Systemin /in vitro zu spalten. Da
Systemin ein Signalmolekiil ist, welches in Tomatenpflanzen nach mechanischer Verwundung bzw.
InsektenfraB freigesetzt wird und maBgeblich an der Induktion von Abwehrgenen gegen herbivore
Insekten beteiligt ist (PEARCE ET AL. 1993), wurde vermutet, dass SSBT3 lber die Inaktivierung von
Systemin eine Rolle bei der Regulation der Wundantwort spielen kénnte. Aus diesem Grund wurde
der Einfluss der Verwundung auf die Expression von S/SB73 in zwei Wochen alten Wildtyp-
Tomatenpflanzen anhand von Northern Blot-Analysen untersucht.

Eine deutliche Induktion der S/SB73-Expression konnte 8 h nach zweifacher mechanischer
Verwundung (Kap. 2.14.3) nachgewiesen werden (Abb. 3.2.9 A). Das Induktionsmaximum trat
zwischen 8 und 12 h auf. Nach 24 h entsprach die Expression von S/SBT73 wieder der Expression

zum Zeitpunkt vor der Verwundung.

3.2.3.5 Expression von S/SBT3 nach Verwundung durch Manduca sexta-Larven

Um die Verletzung durch InsektenfraB mit einer mechanischen Verwundung hinsichtlich der
Expression von S/SB73 vergleichen zu kdnnen, wurden drei Wochen alte Wildtyp-Tomatenpflanzen
zweifach durch M. sexta-Larven verwundet (Kap. 2.14.4) und anhand von Northern Blot-Analysen
untersucht. Der zeitliche Verlauf der S/SB73-Expression nach FraB von M. sexta-Larven war
vergleichbar mit dem nach wiederholter mechanischer Verwundung (Abb. 3.2.9 B). Bis 12 h nach
FraB von M. sexta-Larven konnte eine langsame, aber stetige Zunahme der S/SB73-Expression
beobachtet werden. Nach 24 h war ein Riickgang der S/SB73-Transkriptmenge festzustellen, nach
48 h entsprach die Hohe der S/SB73Transkriptmenge der zum Zeitpunkt vor der Verwundung.

Die zweifache Verwundung in einem zeitlichen Abstand von einer Stunde erwies sich als
erforderlich fir die Induktion der SSBT3 Expression. In einem zweiten Versuch, in dem auf die
wiederholte Verwundung verzichtet wurde, lieB sich keine Induktion der SKSBT3 Expression
nachweisen (nicht gezeigt).

Die induzierte Expression von S/SB73 nach mechanischer Verwundung sowie nach InsektenfraB3

weist auf eine mdgliche Rolle der Protease bei der Wundantwort hin.
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A
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o N ot

‘-&‘I‘-:i. &'ﬂl, i
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Abb. 3.2.9
M. sexta-Larven

S/SBT3-Expression in Wt-Pflanzen nach mechanischer Verwundung und Verwundung durch

In zwei Wochen alten mechanisch verwundeten Wildtyp-Tomatenpflanzen (A) sowie in drei Wochen
alten durch M. sexta-Larven verwundeten Wildtyp-Tomatenpflanzen (B) wurde die Expression von
SISBT3 zu definierten Zeitpunkten mittels Northern Blot-Analyse bestimmt. In jeder Spur wurden 5 pg
RNA aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran (bertragen. Der
Blot wurde mit einer radioaktiv markierten SSBT3-Sonde hybridisiert (A und B oben). Nach Entfernen
der SSBT3-Sonde wurde der Blot mit einer Ubiquitin-Sonde (UBQ) hybridisiert (A unten). Zur Kontrolle
der aufgetragenen RNA wurde das Gel mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt (B unten).

Kurzzusammenfassung II — Expressionsmuster von S/SB73

% Durch Reportergenanalyse konnte die starkste Aktivitat des SSBT3-Promotors in der Wurzel,

an Orten lateralen Wurzelwachstums, im Stangel, Blattstiel und im vaskuldren Gewebe der

Blatter nachgewiesen werden.

% S/SBT3wurde 48 h nach Beginn der Quellung sowie zu spateren Zeitpunkten im keimenden

Samen exprimiert.

7
0.0

primiert.

S/SBT3 wurde im gesamten Keimling sowie in allen untersuchten Tomatenorganen ex-

% In Querschnitten von gefarbten S/SB73-Promotor::GUS-Pflanzen konnte eine GUS-Farbung in

Xylemparenchym- und Phloemzellen nachgewiesen werden.

% Die S/SBT3Expression wurde nach Fusicoccin-Behandlung, Infektion mit X. campestris,

mechanischer Verwundung sowie Verwundung durch M. sexta-Larven induziert.
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3.3 Phinotypische Charakterisierung der S/SBT3-RNAi- und S/SBT3-Uber-
expressionspflanzen

Zu Beginn dieser Arbeit standen homozygote Samen der T;-Generation von insgesamt sieben
Kanamycin-resistenten RNAi-Linien, namlich 1, 9, 12, 13, 14, 17 und 21, sowie von vier

Kanamycin-resistenten Uberexpressions-Linien, ndmlich 2, 16, 18 und 19 zur Verfiigung.

3.3.1 Identifizierung unabhdngiger Transformanten mittels Southern Blot-
Analyse

Die homozygoten RNAi- und Uberexpressions-Linien wurden einer Southern Blot-Analyse
unterzogen, um unabhangig transformierte Linien, sowie die Anzahl der S/SB73-Gen-Kopien in
den einzelnen Linien zu bestimmen. Dazu wurde die genomische DNA der einzelnen Linien mit
zwei verschiedenen Restriktionsenzymen verdaut, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran Ubertragen. Als Sonde wurde die radioaktiv markierte, fir das
Kanamycin-Resistenzgen spezifische, NPTII-Sonde eingesetzt. Als Positivkontrolle fir die
Hybridisierung mit der radioaktiv markierten NPTII-Sonde wurde der bindre Vektor pART27
verwendet, welcher zuvor mit Mot 1 linearisiert wurde.

Abbildung 3.3.1 A zeigt das Ergebnis der Southern Blot-Analyse der RNAi-Linien. Darin sind fir
die Linien 9, 12, 13, 14 und 21 unterschiedliche Bandenmuster zu erkennen. Nur die Linien 1 und
17 wiesen das gleiche Integrationsmuster auf, was darauf schlieBen lasst, dass beide Linien aus
demselben Transformationsereignis entstanden sind. Die anderen flinf Linien konnten aufgrund
des unterschiedlichen Bandenmusters als unabhdngige Linien identifiziert werden (9, 12, 13, 14
und 21). Anhand der auftretenden Bandenzahl konnte die Zahl der integrierten Genkopien
bestimmt werden. Fir alle sechs Linien wurden zwei oder mehr Genkopien nachgewiesen.

Alle vier Uberexpressions-Linien zeigten unterschiedliche Integrationsmuster (Abb. 3.3.1 B). Somit
handelt es sich bei allen vier Linien um unabhangige Transformanten. Die Linie 18 besaB nur eine
Genkopie von SSBT3. Fir die anderen drei Linien wurden mehr als eine Genkopie nachgewiesen.
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A
KWtiwt2 1 9 12 13 14 17 21 Wtl1Wt2 1 9 12 13 14 17 21
- 4
N N i/
e e
Hind 111 Xbal
B
K Wtiwt2 2 16 18 19 Wil wt22 16 18 19
Abb. 3.3.1 Southern Blot-Analyse der S/SBT3 Expression in RNAi- (A) und Uberexpressions-

Linien (B)

Je 10 pg genomische DNA der RNAi-, bzw. Uberexpressions-Linien sowie zweier Wt-Linien wurden
mit den Enzymen Hind 111 und Xba I (A) bzw. BamH 1 und Hind 111 (B) verdaut. Die Membran
wurde mit einer radioaktiv markierten NPTII-Sonde hybridisiert. K zeigt die positiv Kontrolle (100 pg
Plasmid-DNA, pART27, linearisiert mit Not1).

3.3.2 Northern Blot-Analyse der Expression von S/SB73 in RNAi- und Uber-
expressions-Linien

Die in der Southern Blot-Analyse identifizierten unabhingigen RNAi- bzw. Uberexpressions-Linien
wurden dahingehend Uberpriift, ob die Transkriptmenge an SASBT3 in den RNAi-Linien im
Vergleich zum Wildtyp tatséchlich reduziert bzw. in den Uberexpressions-Linien erhéht war.

Da nicht von allen Linien geniigend Samenmaterial fir spatere Experimente zur Verfiigung stand,
wurden lediglich die RNAi-Linien 12, 14 und 21 bzw. die Uberexpressions-Linien 2, 18 und 19
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einer Northern Blot-Analyse unterzogen. Da S5BT3 in hohem MaBe in der Wurzel exprimiert wird,
wurde die RNA fiir die Northern Blot-Analysen aus Wurzeln drei Wochen alter, auf sterilem
Medium aufgezogener Tomatenpflanzen gewonnen (Kap. 2.10.1.3). In keiner der drei
analysierten RNAi-Linien war das S/SB73-Transkript nachzuweisen (Abb. 3.3.2). Die Expression
von S/SBT3 wurde also durch RNA-Interferenz vollstandig unterdriickt. Bei den
Uberexpressionspflanzen war die Transkriptmenge von Linie zu Linie sehr unterschiedlich.
Wahrend bei Linie 18 die Expressionsrate von S/SB73 im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen
deutlich starker war, wies die Linie 2 nur eine schwach erhdhte Transkriptmenge im Vergleich zu
den Wildtyp-Pflanzen auf, wahrend sich Linie 19 im Bezug auf die SSBT3-Transkriptmenge nicht

von den Wildtyp-Pflanzen unterschied.

RNAi UE
Wtiwt2 12 14 21 2 18 19

A -'

e

Abb. 3.3.2 Northern Blot-Analyse der S/SBT3-Expression in RNAi- und Uberexpressions-
Linien (UE)
In jeder Spur wurden 5 pg RNA aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine
Nitrocellulose-Membran (ibertragen. Der Blot wurde mit einer radioaktiv markierten S5SBT3-
Sonde hybridisiert (A). Zur Kontrolle der aufgetragenen RNA wurde das Gel mit Ethidium-
bromid (EtBr) gefarbt (B).

3.3.3 Western Blot-Analyse der SKSBT3-Expression in RNAi- und Uber-
expressions-Linien

Um die Ergebnisse der Northern Blot-Analyse auf Proteinebene zu bestdtigen, wurden die
gleichen RNAi- und Uberexpressions-Linien einer Western Blot-Analyse unterzogen. Dafiir wurden
Gesamt-Proteine aus Blattern von vier bis sechs Wochen alten und aus Wurzeln von drei Wochen
alten Tomatenpflanzen, die auf sterilem Medium aufgezogen wurden, extrahiert. Nach der
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine in einem 7 %-igen SDS-PAGE-Gel und
anschlieBendem Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran wurde SSBT3 mit Hilfe eines
polyklonalen SISBT3-Antiserums detektiert.
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SKBT3 konnte in keiner der drei RNAi-Linien nachgewiesen werden (Abb. 3.3.3). Somit ist in
diesen drei Linien sowohl auf RNA-Ebene, als auch auf Proteinebene die SSBT3-Expression bis
unter die Nachweisgrenze unterdriickt. Die Uberexpressions-Linien zeigten wie schon in der
Northern Blot-Analyse kein einheitliches Bild. In der Linie 2 war eine deutlich starkere SSBT3-
Proteinbande zu detektieren als im Wildtyp. Es handelt sich hier um eine echte Uberexpressions-
Linie. Linie 19 zeigt hingegen im Vergleich zum Wildtyp nur eine schwache Uberexpression von
SKBT3. In der Linie 18 konnte kein SSBT3 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war nicht
unbedingt zu erwarten, da in der Northern Blot-Analyse S/SB73-Transkripte in dieser Linie stark
Uberexprimiert waren (Abb. 3.3.2). Hier ist es offenbar zu einer Unterdriickung der Expression
auch der endogenen SKBT3 durch "Cosuppression" gekommen. Auffdllig ist eine zweite
Proteinbande beim Wildtyp etwas unterhalb der 100 kDa-Marke. Dabei handelt es sich
wahrscheinlich um ein Abbauprodukt von SSBT3. Mdglich ware auch eine unspezifische Bindung
der polyklonalen anti-SSBT3-Antikdrper. Western Blot-Analysen mit Proteinextrakten aus Wurzeln

lieferten die gleichen Ergebnisse (nicht gezeigt).

RNAi UE

Wt 12 14 21 2 18 19 K

100 kDa — - ——— ‘4 SBT3

170 kDa
130 kDa

100 kDa

70 kDa

55 kDa PR B e—

40 kDa

Abb. 3.3.3 Western Blot-Analyse der S/SBT3 Expression in RNAi und Uberexpressions-Linien (UE)

A. Proteinextrakte aus Blattern vier bis sechs Wochen alter Tomatenpflanzen (25 pg Protein)
wurden mittels SDS-PAGE (7 %-ige Gele) aufgetrennt, auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen
und durch ECL (Enhanced Chemo Luminescence) entwickelt. Aufgereinigte SSBT3 (20 ng) wurde als
Kontrolle (K) aufgetragen. Der Western Blot wurde anschlieBend mit dem primdren SSBT3-
Antiserum (1:2.000) und einem anti-Kaninchen IgG Peroxidase-Konjugat (1:10.000) inkubiert.

B. Zur Uberpriifung des Proteinauftrags wurde ein zweites SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-Brilliant-
Blue angefarbt. In jeder Spur wurden 15 pg Protein aufgetragen. Als Kontrolle (K) wurde 500 ng
aufgereinigtes SSBT3 aufgetragen.
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3.3.4 Induktion der Proteinaseinhibitor-Aktivitit in Wt-, S/SSBT3-RNAi- und Uber-
expressionspflanzen nach Verwundung

In MALDI-TOF MS-Experimenten wurde gezeigt, dass rekombinante SSBT3 Systemin /n vitro am
C-terminalen Ende nach der Aminosaure Glutamin spaltet (Kap. 3.1.9). Eine Spaltung in dieser
Position fihrt zu einer Inaktivierung des Systemin-Peptids (PEARCE ET AL. 1993). Weiterhin ist
Prosystemin, das Systemin-Vorlaufer-Peptid im Phloemparenchym exprimiert. Von dort aus wird
es nach Verwundung in den Apoplasten des vaskuldren Systems freigesetzt (JACINTO ET AL. 1997,
NARVAEZ-VASQUEZ & RYAN 2004). In Kapitel 3.2.1 wurde gezeigt, dass SSBT3 ebenfalls im
vaskuldaren System, genauer im Phloem und im Xylemparenchym exprimiert wird. Die
Lokalisierung von SSBT3 und Prosystemin im gleichen Gewebe deutet auf eine mogliche Rolle
von SKBT3 in der Spaltung und Inaktivierung von Systemin /7 vivo und damit auf eine
Veranderung der Wundantwort hin. Diese wiirde sich dann in den RNAi-Pflanzen in einer
verstarkten oder in den Uberexpressionspflanzen in einer abgeschwéchten Expression von
Proteinen der Insektenabwehr widerspiegeln. Um diese Hypothese zu liberpriifen, wurde die
Expression von Proteinaseinhibitoren als Markerproteine der Insektenabwehr mittels eines
biochemischen Tests untersucht (Kap. 2.13).

Fir den Proteinaseinhibitor-Test (Kap. 2.13) wurden zwei Wochen alte Wt-, RNAi- und
Uberexpressionspflanzen mechanisch verwundet und die Proteinaseinhibitor-Aktivitit in
Proteinextrakten in einer Zeitreihe nach Verwundung gemessen. Hierzu wurde die Restaktivitat
von Chymotrypsin nach Inkubation mit den Proteinextrakten bestimmt.

In allen drei Genotypen wurde eine @hnliche Zunahme der Chymotrypsin-inhibierenden Aktivitat
nach Verwundung beobachtet (Abb. 3.3.4).

100
80 |
60 |
40

20

Chymotrypsin-Aktivitat [%]

0 2 4 6 8 10 12 14
Zeit nach Verwundung [d]

Abb. 3.3.4 Chymotrypsin-Aktivitit in Wt-, RNAi- and Uberexpressionspflanzen nach Verwundung

Zwei Wochen alte Wt-, SSBT3-RNAi- und $5BT3-Uberexpressionspflanzen (UE) wurden mechanisch
verwundet und die Proteinaseinhibitoraktivitat gegen Chymotrypsin in Blattextrakten mit BtpNA als
Substrat gemessen. Es ist die Restaktivitdit von Chymotrypsin in % der Ausgangsaktivitét in
Abwesenheit von Blattextrakten dargestellt.
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Zum Zeitpunkt 0, also vor der Verwundung, ist die Proteinaseaktivitat nahezu 100 %, d.h. die
Proteinaseinhibitor-Aktivitat sehr gering. Innerhalb von zwei Tagen nach Verwundung sinkt die
Chymotrypsin-Aktivitat dann auf 5 — 20 % je nach Genotyp ab, das heiBt, die Proteinaseinhibitor-
Aktivitat steigt an. Im weiteren Verlauf nach der Verwundung scheint die Konzentration der
Proteinaseinhibitoren wieder abzunehmen, wodurch die Chymotrypsin-Restaktivitat steigt und
zwei Wochen nach Verwundung wieder ca. 50 % der Ausgangsaktivitat erreicht. Es konnte kein
Unterschied in der zeitabhangigen Expression von Proteinaseinhibitoren zwischen den drei
Genotypen festgestellt werden. Daraus lasst sich schlieBen, dass SSBT3 nicht maBgeblich an der
Regulation der Wundantwort durch die Inaktivierung von Systemin beteiligt ist.

Zusatzlich zum enzymatischen Test wurde mit Hilfe von Northern Blot-Analysen die zeitabhangige
Expression des Proteinase-Inhibitors-II (PI-II) nach Verwundung durch M. sexta-Larven
analysiert. Hierzu wurden drei Wochen alte Wt-, RNAi- und Uberexpressions-Tomatenpflanzen
wie in Kapitel 2.14.4 beschrieben durch M. sexta-Larven verwundet. 3 h nach Verwundung war
das PI-IFTranskript in allen drei Genotypen nachzuweisen. Die PI-II-Expression stieg dann stark
an mit einem Expressionsmaximum zwischen 12 und 24 h nach Verwundung. Nach 48 h wurde
die PI-IFTranskript-Menge wieder geringer. Es konnten keine deutlichen Unterschiede im Verlauf
der Proteinase-Inhibitor-IFExpression in den verschiedenen Genotypen festgestellt werden
(Abb. 3.3.5). Diese Ergebnisse stimmen mit denen des Proteinaseinhibitor-Test Uberein und
demonstrieren, dass SKSBT3 keine maBgebliche Rolle bei der Regulation der Systemin-

vermittelten Wundantwort spielt.

Wt UE RNAi

0 3 6 91224480 36 9122448 0 3 6 9 122448 Zeit [h] nach M. sexta FraB3

A 221 e . PI-II-Sonde

Abb. 3.3.5 Northern Blot-Analyse der Proteinase-Inhibitor-II-Expression in Wt-, RNAi- und
Uberexpressionspflanzen (UE) nach Verwundung mit M. sexta

Drei Wochen alte Tomatenpflanzen (Wt, RNAi, UE) wurden durch M. sexta-Larven verwundet und die
Expression von PI-II zu definierten Zeitpunkten mittels Northern Blot-Analyse bestimmt. In jeder Spur
wurden 5 pg RNA aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran
Ubertragen. Der Blot wurde mit einer radioaktiv markierten PI-II -Sonde hybridisiert (A). Zur Kontrolle
der aufgetragenen RNA wurde das Gel mit Ethidiumbromid (EtBr) gefarbt (B).
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3.3.5 Einfluss von SSBT3-RNAi-, SSBT3-Uberexpressions- und Wt-Pflanzen auf
Manduca sexta-Larven

Um eine mdgliche Beteiligung von SSBT3 an Abwehrreaktionen von Tomatenpflanzen nicht nur
auf Ebene der Genexpression, sondern auch im Hinblick auf die Resistenz der Pflanzen zu
untersuchen, wurde die Entwicklung von M. sexta-Larven auf RNAi, Uberexpressions- und
Wildtyp-Pflanzen verglichen. OR0OzCO-CARDENAS ET AL. (1993) konnten beispielsweise zeigen, dass
M. sexta-Larven, welche auf Prosystemin-defizienten Tomaten frafen, eine erhohte Korpermasse
im Vergleich zur auf Wt-Tomaten aufgezogenen Kontrollgruppe aufwiesen. Daher wurde der
Einfluss von Wt-, SSBT3-RNAi- und SSBT3-Uberexpressionspflanzen auf M. sexta-Larven anhand

verschiedener Parameter untersucht.

3.3.5.1 Larven- und Puppengewichte

M. sextaRaupen wurden zu Beginn des dritten Larvenstadiums auf sechs Wochen alte Wt-,
SBBT3-RNAi- und SKBT3-Uberexpressionspflanzen aufgesetzt und das Larven-Wachstum (ber
den gesamten weiteren Entwicklungszyklus beobachtet (Kap. 2.15.1, Larvenentwicklung
Experiment 1). Nachdem die Larven sieben Tage lang auf den Tomatenpflanzen der drei
verschiedenen Genotypen gefressen hatten, wurden die Raupen gewogen, um eventuelle
Unterschiede im Koérpergewicht festzustellen. AnschlieBend wurden die Larven zurlick auf die
Pflanzen gesetzt, um nach der Verpuppung die Kérpermasse der Puppen erneut zu bestimmen.

Weder hinsichtlich der Raupen- noch der Puppengewichte konnte ein signifikanter Unterschied
zwischen den drei Insekten-Gruppen festgestellt werden (Abb. 3.3.6). Der Versuch wurde
wiederholt und das Gewicht der Larven bestimmt, nachdem diese elf Tage auf den Pflanzen
gefressen hatten. Es ergab sich auch hier kein signifikanter Unterschied im durchschnittlichen

Larvengewicht zwischen den drei Genotypen (nicht gezeigt).
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Abb. 3.3.6 Einfluss von SSBT3-RNAi- und Uberexpressionspflanzen auf M. sexta Larven- und
Puppengewichte
Larven, die ab dem dritten Larvenstadium sieben Tage lang auf Wt-, SSBT3-RNAi- und SSBT3-
Uberexpressionspflanzen (UE) gefressen hatten, wurden gewogen und die durchschnittlichen Gewichte

68 verglichen. Nach der Verpuppung wurde das Gewicht erneut bestimmt.
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3.3.5.2 Verbleiben der Larven auf den Pflanzen

Beim Vergleich der Larvenentwicklung auf SSBT3-RNAi-, SSBT3-Uberexpressions- und Wt-
Pflanzen wurden nicht nur die Larven- und Puppengewichte (Kap. 3.3.5.1) ausgewertet, sondern
auch die Raupen pro Genotyp gezahlt, welche bis zum Erreichen des "wandering"-Stadiums auf
den Pflanzen verblieben waren (Abb. 3.3.7 A, Experiment 1) In diesem ersten Experiment waren
die Futterpflanzen im Gewachshaus zufallig angeordnet worden. Die Raupen, welche von den
Pflanzen gefallen waren oder diese verlassen hatten, konnten daher den drei Genotypen nicht
mehr zugeordnet werden und wurden aus dem Versuch entfernt.

Das Experiment wurde ein zweites Mal mit einer groBeren Anzahl von Tieren durchgefiihrt
(Kap. 2.15.1, Larvenentwicklung Experiment 2). Dieses Mal wurden bei Versuchsbeginn pro
Genotyp 50 Larven auf die Pflanzen gesetzt. Die Versuchsdurchfiihrung wurde dahingehend
gedndert, dass die Futterpflanzen nicht mehr in zufdlliger Anordung im Gewachshaus arrangiert,
sondern nach Genotypen getrennt in einzelnen Kabinen aufgestellt wurden. Somit konnten die
Raupen, welche sich nicht mehr auf den Pflanzen befanden, ihren Futterpflanzen zugeordnet
werden. Dabei wurde tdglich notiert, wie viele Raupen von den Pflanzen gefallen oder diese

verlassen hatten. Diese wurden wieder zurlick auf die Pflanzen gesetzt (Abb. 3.3.7 B).

A B
= 70 3
g 55 .
§ 60 - B Experiment 1 g f__’

c
E 50 - O Experiment 2 E g 41
g 40 - ﬁ u_‘g 3
[ Nao
a o
° <5
3 30 7 _g © 2 7
o 25
> 20 - E>
S o 14

S
= = 0

R ..

« O . 5o RNAi wt UE
] RNAi Wt UE es

Abb. 3.3.7 Verbleiben von M. sexta-Larven auf Wt-, S/SBT3-RNAi- und -Uberexpressionspflanzen

In zwei unabhéngigen Experimenten wurde der Anteil der bis zum Ende der Larvenentwicklung auf den
Futterpflanzen verbleibenden Larven bestimmt. Nahere Erldauterungen zur Durchfiihrung der beiden
Experimente im Text.

Am Versuchsende (zum Zeitpunkt des "wandering"-Stadiums) wurden alle "gefallenen" Raupen
addiert und von der Raupenanzahl zu Beginn des Versuchs abgezogen. Die Differenz wurde als
auf den Pflanzen verbliebene Raupen notiert. Von den jeweils 19 Raupen, die zu Beginn des
ersten Versuchs pro Genotyp auf den Futterpflanzen verteilt worden waren, befanden sich am

Versuchsende nur noch 5 (ca. 26 %) der Raupen auf den SSBT3-Uberexpressionspflanzen,
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wohingegen jeweils 11 (knapp 60 %) der Raupen auf den Wildtyp- und SSBT3-RNAi-Pflanzen
verblieben waren. Beim zweiten Versuch verblieben nur finf (10 %) Raupen auf den SSBT3-
Uberexpressionspflanzen, wohingegen sich jeweils 30 (60 %) Raupen auf den Wildtyp- und
SKSBT3-RNAi-Pflanzen befanden ( Abb. 3.3.7 A).

3.3.5.3 "Choice"-Test

Um zu uUberprifen, ob Manduca sexta-Larven eine Praferenz fur einen der drei Tomaten-
Genotypen (Wt, RNAi, UE) als Futterpflanze zeigen, wurde der so genannte "Choice"-Test
durchgefiihrt. Dabei wurde jeweils einer tUber Nacht ausgehungerten Raupe die Auswahl zwischen
Wt-, S5BT3-RNAi- und S5BT3-Uberexpressionspflanze als Nahrungsquelle gegeben. Als Kontrolle
diente ein Stlick angefeuchtetes Filterpapier. Insgesamt wurde der Test mit 18 Raupen im vierten
Larvenstadium durchgefiihrt, die auf Kunstfutter aufgezogen worden waren und daher keine
vorherige Erfahrung mit Wirtspflanzen hatten.

Acht von 18 Raupen (44 %) entschieden sich fiir die Blattstiicke der SSBT3-RNAi-Pflanzen. Finf
Raupen (28 %) wahlten aus dem Nahrungsangebot das angefeuchtete Filterpapier, nur zwei (11
%) bzw. drei (17 %) Raupen entschieden sich fiir das Wt- bzw. SSBT3-Uberexpressions-
Blattstlick (Abb. 3.3.8). Somit zeigten M. sexta-Larven tendenziell eine Praferenz fir die SSBT3-
RNAi-Pflanzen. Aufgrund der relativ geringen Anzahl an Wiederholungen ist jedoch eine konkrete
Schlussfolgerung schwierig, vor allem, da sich auch fast ein Drittel der Raupen flir die

Filterpapierkontrolle entschieden.
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Abb. 3.3.8 Futter-Priferenz von M. sexta-Larven fiir Wt-, SSBT3-RNAi- und -Uberexpressions-
pflanzen (UE)

18 M. sexta-Larven im vierten Larvenstadium, welche auf Kunstfutter aufgezogen worden waren und
daher keine vorherige Erfahrung mit Wirtspflanzen hatten, wurden auf ihre Praferenz fiir einen der
drei Tomaten-Genotypen untersucht. Dabei hatte jeweils eine Larve die Auswahl zwischen einem Wt-,
SKBT3-RNAi-, S5BT3-UE-Blattstiick oder einem angefeuchteten Filterpapier (H,0).
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Nicht von Bedeutung fir die Auswahl der Larven war die Richtung, in die sie gesetzt wurden: In
40 % der Falle liefen die Raupen in die Richtung, in die sie gesetzt wurden, in 60 % der Falle
liefen die Raupen in eine andere Richtung. Unbedeutend flir die Auswahl der Larven war auch die
Himmelsrichtung. Die Raupen liefen zu 22 % nach Norden, zu 39 % nach Suden, zu 17 % nach
Osten und zu 22 % nach Westen. Festzustellen war ebenfalls, dass sich die Larven, sobald sie
einmal an einer Pflanze zu fressen begonnen hatten, nicht mehr neu flir eine andere entschieden,
sondern bei der urspriinglich ausgewadhlten blieben. Dies galt in gleichem MaBe flr die

Filterpapier-Kontrolle (nicht gezeigt).

3.3.6 Stabilitat von S/SBT3 in Kot von Manduca sexta-Larven

Pflanzliche Abwehrproteine wirken nicht nur in der Pflanze, indem sie diese als Futterpflanze
unattraktiv flir den Schadling machen, sondern auch direkt im Koérper des Schadinsektes — meist
im Darm — negativ auf die Entwicklung des Tieres. Voraussetzung daflir ist, dass sie eine hohe
Stabilitdt sowohl gegeniber dem stark alkalischen pH-Wert als auch gegenliber dem
proteinasereichen Milieu des Insektendarms aufweisen (CHEN ET AL. 2007).

Mit Hilfe einer Western Blot-Analyse von Kot von M. sexta-Larven wurde daher untersucht, ob
SKBT3 unbeschadet den Insektendarm passieren kann. Abbildung 3.3.9 zeigt das Ergebnis der
Western Blot-Analyse von Kot von M. sexta-Larven, welche auf SSBT3-RNAi-, SSBT3-Uber-

expressions- und Wt-Pflanzen gefressen hatten.

. S/
M RNAi Wt UE SBT3
t o L )
A 100 kDa —
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40 kDa
Abb. 3.3.9 Stabilitdt von S/SBT3 in Kot von M. sexta-Larven

A. Western Blot-Analyse. Proteinextrakte (7 pg Protein) aus Kot von M. sexta-Larven, welche auf
Wt-, SABT3-RNAi- und SSBT3-Uberexpressionspflanzen (UE) gefressen hatten, wurden mittels
SDS-PAGE (7 %-iges Gel) aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran (ibertragen.
Aufgereinigte S5BT3 (20 ng) wurde als Kontrolle (K) aufgetragen. Der Western Blot wurde
anschlieBend mit dem primaren SSBT3-Antiserum (1:2.000) und einem anti-Kaninchen IgG
Peroxidase-Konjugat  (1:10.000) behandelt und durch ECL (Enhanced Chemo
Luminescence) entwickelt.

B. Zur Uberpriifung des Proteinauftrags wurde ein 7 %-iges SDS-PAGE-Gel mit Coomassie-
Brilliant-Blue angefarbt. In jeder Spur wurden 7 pg Protein aufgetragen. Zur Kontrolle wurden
500 ng aufgereinigte SSBT3 aufgetragen.
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Aufgereinigte, rekombinante SSBT3 wurde als Kontrolle aufgetragen. Im Kot von M. sexta-
Larven, welche auf SSBT3-Uberexpressionspflanzen gefressen hatten, konnte intaktes SSBT3-
Protein nachgewiesen werden. Bei der Protein-Bande mit niedrigerem Molekulargewicht, welche
in allen drei Genotypen zu erkennen ist, konnte es sich um eine unspezifische Bindung der

polyklonalen anti-S/5SBT3-Antikdrper oder um ein Abbauprodukt von SSBT3 handeln.

Kurzzusammenfassung III — Charakterisierung der /n vivo-Funktion von S/SBT3

% Es konnten drei unabhangige, homozygote SSBT3-RNAi-Linien identifiziert werden, bei
welchen SSBT3 weder auf RNA-Ebene noch auf Protein-Ebene nachweisbar war, sowie
eine homozygote SSBT3-Uberexpressions-Linie, die sowohl auf RNA-Ebene als auch auf
Protein-Ebene SSBT3 lUberexprimierte.

< Die Proteinaseinhibitor-Aktivitdt nach Verwundung unterschied sich in Wt-, SSBT3-RNAi-
und SSBT3-Uberexpressionspflanzen nicht.

< Die Uberexpression von SGSBT3 hatte einen negativen Einfluss auf die Verweildauer von
M. sexta-Larven auf den Futterpflanzen.

% SBBT3 war im Darm von M. sexta-Larven stabil und konnte in intakter Form durch
Western Blot-Analysen im Kot von M. sexta-Larven nachgewiesen werden.
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Die Funktion der Proprotein-Konvertasen (PC) ahnlichen Tomaten-Subtilase S5SBT3 im pflanzlichen
System ist bisher ungeklart, wenngleich auf DNA- und RNA-Ebene einzelne Informationen
vorhanden sind (MEICHTRY ET AL. 1999). Vorliegende Erkenntnisse (SCHALLER & RYAN 1994) halten
dafiir, dass eine pflanzliche PC an der Regulation der Wundantwort in Tomatenpflanzen beteiligt
ist. Daher ist die Aufklarung der Funktion von SSBT3 von groBem wissenschaftlichem Interesse.
Das Ubergeordnete Ziel dieser Arbeit war daher, wegweisende Resultate zu erlangen, die zur
Aufklarung der Funktionen dieser Subtilase im lebenden System beitragen. Dies umfasste im
Einzelnen die Aufreinigung und biochemische Charakterisierung des rekombinanten Proteins, eine
Expressionsanalyse in Tomatenpflanzen sowie die phanotypische Analyse von SSBT3-RNAi- und
SKBT3-Uberexpressionspflanzen.

Die Ergebnisse dieser Studie liefern erste Hinweise auf mdgliche Funktionen von SSBT3 im
Hinblick auf die Interaktion zwischen Tomatenpflanze und phytophagen Insekten, die in den

folgenden Abschnitten im wissenschaftlichen Kontext diskutiert werden.

Aufreinigung und Strukturanalyse

Eine wichtige Voraussetzung flir die biochemische Charakterisierung eines Proteins ist, dass dieses
in ausreichender Menge, in reiner aber auch in aktiver Form vorliegt. Die meisten anderen
pflanzlichen Subtilasen, die bisher biochemisch charakterisiert wurden, waren in groBen Mengen in
pflanzlichem Gewebe exprimiert und konnten so direkt aus diesem aufgereinigt werden (u.a.
UCHIKOBA ET AL. 1995, RUDENSKYA ET AL. 1987, 1995, 1998; PoPoVIC ET AL. 2002, PANDE ET AL. 2006).
Ein anschauliches Beispiel daftir ist die Subtilase Cucumisin, welche bis zu 10 % des Idslichen
Proteingehalts der Melonenfrucht ausmacht (KANEDA & TOMINGA 1975, YAMAGATA ET AL. 1994). In
diesem Fall war folglich eine Isolation einer geniigenden Menge Protein aus dem pflanzlichen
Gewebe mdglich.

Fiir die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Subtilase SSBT3 war eine direkte Isolation des
Proteins aus dem pflanzlichen Gewebe aus folgenden Griinden jedoch nicht mdglich. Zum einen
wird diese Subtilase nur in geringen Mengen in Tomatenpflanzen gebildet, und zwar vorwiegend in
der Wurzel. Wurzelgewebe in ausreichender Menge als Ausgangsmaterial fiir eine Proteinreinigung
zu gewinnen ist problematisch.

Ein weiteres Problem ergibt sich aus der Tatsache, dass die SBT-Genfamilie in Tomate neben
SKBT3 wenigstens weitere 14 Mitglieder umfasst (MEICHTRY ET AL. 1999). Eine direkte Aufreinigung
aus pflanzlichem Material wiirde daher die Auftrennung einer groBen Zahl sehr ahnlicher Proteine
erfordern. Ohne ein spezifisches Testsystem, mit dem sich SSBT3 eindeutig von anderen
Subtilasen unterscheiden und durch die verschiedenen chromatographischen Reinigungsschritte
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verfolgen lasst, ist das nicht mdglich. Ein solches Testsystem lag aber zu Beginn dieser Arbeit nicht
vor, da die Substrate und die Substratspezifitdt von SSBT3 unbekannt waren. Im Vergleich zur
Reinigung aus pflanzlichem Gewebe stellt ein Uberexpressionssystem eine effizientere Methode
dar. Da es sich bei pflanzlichen Subtilasen und den verwandten PCs in Tieren um Praproproteine
handelt, die co-translationell ins endoplasmatische Retikulum eingeschleust und dort prozessiert
werden, kam nur ein eukaryotisches Expressionssystem in Frage. Auf die Fusion mit einem "Tag"
zur Erleichterung der Reinigung des rekombinanten Proteins wurde verzichtet, da nicht abzusehen
war, welchen Einfluss ein solcher "Tag" auf Expression, Prozessierung und Aktivitdt von SSBT3
haben wirde.

In der vorliegenden Studie wurde SSBT3 aus einer transgenen Tomatenzellsuspensionskultur, in
welcher die Subtilase in hohem MaBe Uberexprimiert und ins Kulturmedium sezerniert wird, bis zur
Homogenitat aufgereinigt. Fir die Aufreinigung wurden eine fraktionierte Ammoniumsulfat-Fallung,
eine Kationen-Austauschchromatographie im Batch-Verfahren und eine Anionen-Austausch-
chromatographie eingesetzt. Es wurde eine Ausbeute von ca. 200 pg homogenen Proteins pro Liter
Zellkultur erzielt. Die aufgereinigte SSBT3 war aktiv, wie Enzymaktivitdatstests mit einem
fluorogenen Systemin-Peptid bestdtigten, und konnte daraufhin biochemisch charakterisiert
werden.

Ein Beispiel fur die erfolgreiche Expression einer Subtilase in einem heterologen System, deren
anschlieBende Aufreinigung und biochemische Charakterisierung, ist die Tomaten-Subtilase
SSBT1. JANziIK (2000) wahlte fur die heterologe Expression von SBBT1 das
Baculovirus/Insektenzell-System und konnte die Subtilase daraus bis zur Homogenitat mit einer
Ausbeute von 1,5 mg pro Liter Insektenzellsuspensionskultur reinigen und biochemisch
charakterisieren.

Ein weiteres Beispiel fir die gelungene Aufreinigung und biochemische Charakterisierung aus einer
Zellsuspensionskultur ist die Arabidopsis-Subtilase Aral2. HAMILTON ET AL. (2003) verwendeten
allerdings im Gegensatz zu der hier verwendeten Methode eine wildtypische Arabidopsis thaliana-
Zellsuspensionskultur, welche die endogene Subtilase in das Kulturmedium sezernierte. Die
Ausbeute lag bei diesem Verfahren mit 40 ug homogenem Protein pro Liter Zellsuspensionskultur
deutlich unter der des Expressionssystems von SSBT3.

Die Resultate dieser Arbeit untermauern, dass sich sowohl das Expressionssystem als auch die
Aufreinigungsmethode flir SSBT3 als hinreichend effizient erwiesen, um geniigend Protein fiir die

Kristallisierung und Réntgenstrukturanalyse zu gewinnen.
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Biochemische Charakterisierung

Die biochemische Charakterisierung der rekombinanten SSBT3 testierte, dass das Enzym bis 60 °C
thermostabil ist. Dieses Resultat war zu erwarten, da auch die meisten anderen pflanzlichen
Subtilasen in diesem Temperaturbereich stabil sind (HAMILTON ET AL. 2003, ROBERTS ET AL. 2003,
PANDE ET AL. 2006). Dariiber hinaus zeigte SSBT3 mit einem pH-Optimum von 7,5 die hdchste
proteolytische Aktivitat im alkalischen Bereich. Dies ist zundchst hinsichtlich der Tatsache, dass
SKBT3 in den Apoplasten sezerniert wird, der unter normalen Bedingungen einen pH-Wert von 5,5
aufweist, erstaunlich. Auf diese Diskrepanz wird an anderer Stelle noch genauer eingegangen
werden.

Vergleicht man das pH-Optimum der untersuchten Subtilase mit dem anderer pflanzlicher
Subtilasen, ergibt sich folgendes Bild. Fast alle friiher untersuchten Subtilasen wiesen ebenso wie
SKBT3 ein  pH-Optimum im alkalischen Bereich auf (KANEDA & TOMINAGA 1975,
CUROTTO ET AL. 1989, YADAV ET AL. 2006). Allerdings liegen auch einige wenige Beispiele fur
Subtilasen mit saurem pH-Optimum vor. So zeigte z.B. SSBT1 die héchste proteolytische Aktivitat
zwischen pH4 und pH6 (JANzIK 2000) und Aral2 wies ein Optimum um pH5 auf
(HAMILTON ET AL. 2003). Als drittes Beispiel kann hier die Gersten-Subtilase SEP1 genannt werden,
fur welche ein pH-Optimum zwischen 5,5 und 6,5 dokumentiert wurde (FONTANINI & JONES 2002).

Betrachtet man die Resultate zur Ca**-Abhingigkeit der SSBT3-Subtilase, so fillt auf, dass eine
Zugabe von Ca**-Ionen weder zu einer Stabilisierung noch zu einer Steigerung der SSBT3-Aktivitét
fuhrte. Dieses Ergebnis war nicht zu erwarten, da dies fir die Klasse der Subtilasen eher untypisch
ist. Friihere Studien hatten bereits die Calcium-Abhdngigkeit flir verschiedene Subtilasen belegt
(FULLER ET AL. 1989, MoLLoy ET AL. 1992). Zudem konnten mit Hilfe von Kristallstukturen
Ca**-Bindungsstellen bei verschiedenen Subtilasen nachgewiesen werden (SMITH ET AL. 1999,
ROCKWELL & THORNER 2004).

Die nachgewiesene Ca**-Unabhéngigkeit der Subtilase SBT3 stellt allerdings keinen Einzelfall dar,
da im Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie die Unabhéngigkeit von Ca®* bereits
fur eine kleine Gruppe von Subtilasen gezeigt worden ist (NISHIKATA 1984, GuO ET AL. 1998,
MESSDAGHI & DIETZ 2000, POPOVIC ET AL. 2002).

Die Versuche mit verschiedenen Proteaseinhibitoren in dieser Arbeit dokumentierten, dass die
proteolytische Aktivitat von SSBT3 von klassischen Serinproteaseinhibitoren wie AEBSF und PMSF
gehemmt wurde. Im Gegensatz dazu hatten andere Proteaseinhibitoren wie z.B. der Serin/Cystein-
Proteaseinhibitor Leupeptin oder der Cysteinproteaseinhibitor E-64 keinen wesentlichen Einfluss

auf die SKSBT3-Aktivitat. Diese Resultate stehen im Einklang mit der Tatsache, dass es sich bei
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Subtilasen um Serinproteasen handelt und lassen vermuten, dass SSBT3 Uber keine katalytisch
wichtige Thiolgruppe verflgt.

Im Verlauf der vorliegenden Untersuchungen wurde eine Diskrepanz zwischen dem anhand der
Aminosauresequenz berechneten Molekulargewicht der prozessierten SSBT3 (69,5 kDa) und der
apparenten Masse von SKSBT3 wahrend der SDS-PAGE (83 kDa) festgestellt. Massen-
spektrometrisch konnte durch MALDI-TOF-MS flir das gereinigte SSBT3-Protein eine Masse von
79,5 kDa bestimmt werden (PFANNSTIEL, mindliche Mitteilung), was ebenfalls deutlich Gber dem
errechneten Molekulargewicht liegt.

Dieser Unterschied ist moglicherweise auf posttranslationelle Modifikationen des Proteins wie z.B.
Glykosylierung oder Phosphorylierung zuriickzufiihren. Unterstiitzt wurde diese Annahme durch die
anhand der Aminosauresequenz von SSBT3 postulierten Glykosylierungs- bzw. Phosphorylierungs-
stellen (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

In der vorliegenden Studie wurde SSBT3 enzymatisch auf Glykosylierung bzw. Phosphorylierung
untersucht. Mit Hilfe von PNGaseF, welche unspezifisch die N-gebundenen Zuckerreste eines
Glykoproteins entfernen kann (MALEY ET AL. 1989), konnte jedoch keine Glykosylierung von SSBT3
nachgewiesen werden. Andererseits konnte aber KuHN (2007) unter Verwendung von Schiff's
Reagenz die Glykosylierung von SBSBT3 nachweisen. Eine Erklarung flr diese voneinander
abweichenden Befunde liefert die Tatsache, dass fucosylierte Glykoproteine, wie sie in Pflanzen
weit verbreitet sind (CHRISPEELS 1983, HORI ET AL. 1985), resistent gegen eine Deglykosylierung
durch die PNGase F sind (FICHETTE-LAINE ET AL. 1994). Daher ist davon auszugehen, dass SS5BT3
im Falle der vorhergesagten N-Glykosylierung auch fucosyliert wurde. Welche der vorhergesagten
acht N-Glykosylierungsstellen auch genutzt worden sind, ist weiterhin unklar. Andererseits ist auch
eine O-Glykosylierung denkbar. Auch in diesem Falle wéare der enzymatische Nachweis mit
PNGaseF ungeeignet eine Glykosylierung von SSBT3 nachzuweisen.

Eine mdgliche Phosphorylierung von SSBT3 wurde in dieser Arbeit mittels Verdau durch alkalische
Phosphatase untersucht. Mit diesem Test konnte keine Phosphorylierung von SG5BT3
nachgewiesen werden. Eine weitere Mdglichkeit eine eventuelle Phosphorylierung von Proteinen zu
untersuchen, bietet die "Pro-Q® Diamond Phosphoprotein Gel Stain" Technologie (Invitrogen,
Karlsruhe). Mit dieser Methode lassen sich Phosphatgruppen, die an Tyrosin-, Serin- oder
Threoninreste gebunden sind, direkt im SDS-PAGE Gelen mit einem fluoreszenten Farbstoff
nachweisen. Auch dieser Test zeigte, dass SSBT3 nicht phosphoryliert ist (CEDzICH, mindliche
Mitteilung).

Der Unterschied zwischen experimentell ermitteltem und berechnetem Molekulargewicht von

SKBT3 kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit auf eine Glykosylierung von S5BT3 zurtickgefiihrt
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werden. Diese Annahme konnte anhand der vor kurzem fertiggestellten Kristallstruktur von
SKBT3, die zwei Glykosylierungsstellen aufweist, bestatigt werden.

Kinetik und Substratspezifitat

Die kinetischen Parameter von SKSBT3 wurden anhand eines flurogenen Systemin-Peptids als
Substrat untersucht. SSBT3 wies eine Michaelis-Menten-Kinetik auf und zeigte bei pH 7,5 einen
Km-Wert von 32 pM, eine Wechselzahl von 551 s und eine katalytische Effizienz von 17 s™*uM™,
PEARCE ET AL. (1991) konnten belegen, dass Systemin-Konzentrationen im femtomolaren Bereich in
Tomatenpflanzen die Induktion von Proteaseinhibitoren auslésen kénnen. VETSCH ET AL. (2000), die
die Alkalinisierung von Zellkulturmedien nach Zugabe von Prosystemin bzw. Systemin
untersuchten, erreichten bei Ihren Analysen eine Alkalinisierungsreaktion nach Zugabe von
Systemin im nanomolaren Bereich. Das bedeutet, dass Systemin in der Pflanze in diesen
Konzentrationsbereichen oder sogar darunter biologisch wirksam ist.

Im Vergleich zu diesen Konzentrationen ist der K,-Wert von SSBT3 sehr hoch, die Affinitat des
Enzyms also niedrig. Damit scheint es unwahrscheinlich, dass eine Spaltung von Systemin durch
SKBT3 physiologisch relevant ist. Andererseits ist es auch vorstellbar, dass /in vivo eine hbéhere
Affinitét von SKBT3 zu Systemin durch zusatzliche Faktoren bewirkt wird, die /n vitro fehlen, und

die Reaktionsbedingungen /n vitro also nicht die Bedingungen in der Pflanze widerspiegeln.

Die Untersuchungen zur Substratspezifitdt von SSBT3 wurden in dieser Studie mittels MALDI-TOF
Massenspektrometrie mit Hilfe von synthetischen Oligopeptidsubtraten durchgefiihrt. Durch einen
Vergleich der Spaltstellen in den einzelnen Peptiden konnte eine Praferenz fir Glutamin in der
P;-Position der untersuchten Oligopeptidsubstrate ermittelt werden. Als bestes Substrat fiir SSBT3
stellte sich das aus 18 Aminosdauren bestehende Systemin-Peptid heraus. Es wurde nur an einer
einzigen Stelle gespalten und zwar C-terminal von der Aminosdure GIn'*®, Eine Spaltung an dieser
Stelle fuhrt nachweislich zu einer Inaktivierung des Systemin-Peptids (PEARCE ET AL. 1993). SSBT3
ware damit potentiell in der Lage, Systemin nicht nur zu spalten, sondern auch zu inaktivieren.

Ein so genannter Alanin-Scan bestatigte GIn'® als essentiell fiir die Substraterkennung durch
SBBT3. Nur eines der Alanin-substituierten Systemin-Analoga, namlich das GIn'®Ala-Analogon
wurde nicht von SSBT3 hydrolysiert. Alle anderen Analoga wurden mit vergleichbarer Effizienz wie
das nichtsubstituierte Systemin-Peptid gespalten.

Eine derartige Selektivitat fir spezifische Spaltstellen wurde den pflanzlichen Subtilasen noch vor
einigen Jahren abgesprochen. Man ging vielmehr davon aus, dass sie ausschlieBlich an der
unspezifischen Proteolyse von Proteinen beteiligt seien. Beispiele dafiir sind die Subtilasen
Cucumisin, Taraxalisin und Macluralisin, welche eine breite Substratspezifitat aufweisen

(KANEDA ET AL. 1995, UCHIKOBA ET AL. 1995, RUDENSKAYA ET AL. 1998).
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In der Zwischenzeit konnte diese Annahme jedoch durch mehrere Studien widerlegt werden. Die
biochemischen Charakterisierungen der Subtilase C1 aus Sojabohne (BoYD ET AL. 2002), Aral2
(HAMILTON ET AL. 2003) und zweier Saspasen aus Hafer (COFFEEN & WOLPERT 2004) belegen eine
hohe Selektivitat der Subtilasen fir jeweils spezifische Spaltstellen.

Fir die C1 Subtilase, welche eine hohe Praferenz flir Glu-Glu und Glu-GIn Bindungen aufweist,
konnte gezeigt werden, dass sie den Abbau von Speicherproteinen in Sojabohnen durch eine
determinierte Proteolyse am N-Terminus auslést (BoyD ET AL. 2002). Aral2 hingegen spaltete
bevorzugt synthetische Substrate mit Phe oder Ala in der P;-Position (HAMILTON ET AL. 2003),
in vivo-Substrate konnten jedoch fiir dieses Enzym noch nicht identifiziert werden.

Essentiell flir die Saspasen ist Asp in der P;-Position ihrer Substrate. Ihre Rolle bei einer
proteolytischen Signalkaskade wahrend der Apoptose wird diskutiert. Auch ein weiterer Vertreter
der Tomaten-Subtilasen, die von JANZIK ET AL. (2000) biochemisch charakterisierte S5BT1, zeigte
eine enge Substratspezifitdt und spaltete Polypeptid-Substrate bevorzugt C-terminal von Gln oder
Leu. Zudem bendtigte SSBT1 zur Substraterkennung N-terminal von der Spaltstelle mindestens
vier weitere Aminosauren.

SKBBT3 ordnet sich somit in eine Reihe von Subtilasen ein, fir die spezifische Aufgaben in

physiologischen Prozessen /n planta, aufgrund ihrer Substratspezifitat, postuliert werden kénnen.

Einen detaillierteren Einblick in die Substratspezifitat von SSBT3 gewahrte in der vorliegenden
Studie der Protease Spot-Test, bei welchem 60 fluorogene Peptide, welche auf der
Aminosauresequenz des Systemin-Peptids basierten, als Substrate fiir SSBT3 getestet wurden.
Systematische Substitutionen in den Positionen Ps bis P,” der Peptide mit Ala, Phe, Pro, Ser, Asn,
Asp, Lys, Val, Leu, Ile, Trp, Tyr, Gly bzw. His ergaben, dass SSBT3 von allen getesteten
Alternativen zu GIn in der P;-Position nur die Aminosdaure His akzeptiert. Die Umsatzrate der
Substrate wurde durch eine Substitution von Lys in Position P, und P;" verbessert. Die Praferenz
von SKBT3 flir ihre Substrate konnte somit dahingehend spezifiziert werden, dass GIn in Position
P, benachbart von basischen Aminosauren wie z.B. Lys bevorzugt wurde.

Die aus dem Protease Spot-Test flir SSBT3 abgeleitete Substratspezifitat konnte durch kinetische
Analysen unter "steady state"-Bedingungen bestatigt werden. Fir ein fluorogenes Peptidsubstrat
mit Lys in Position P, und GIn in Position P; ergab sich eine sechsfach hohere katalytische Effizienz
als flr das Systemin-Peptid, in welchem GIn in Position P; N-terminal von einem Met flankiert wird.
Auch wenn die /n vivo-Substrate von SSBT3 noch nicht identifiziert werden konnten, so scheint es
im Hinblick auf seine Substratspezifitdt unwahrscheinlich, dass das Enzym eine unspezifische
proteolytische Funktion im Proteinabbau /n planta erfiillt, sondern vielmehr an selektiver
Proteinprozessierung bzw. limitierter Proteolyse beteiligt ist. In diesem Zusammenhang ist die

Tatsache, dass SSBT3 /n vitro das Systemin-Peptid inaktiviert, welches ein wichtiges Signalmolekil
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in der Wundantwort von Tomatenpflanzen in Folge von InsektenfraB ist, von besonderem
Interesse. Auf eine mdgliche Rolle von SKSBT3 bei der Systemin-Inaktivierung /in planta wird an
anderer Stelle noch genauer eingegangen werden.

Bei der zukilinftigen Suche nach den physiologischen Substraten von SKBT3 sollte auf die
vielversprechende DIGE-Technik kombiniert mit einer Massenspektralanalyse zuriickgegriffen
werden. Diese Technik konnte bereits erfolgreich zur Identifikation der Substrate verschiedener
Proteasen, darunter die Subtilase Cytotoxin ABs (PATON ET AL. 2006) und die Serinprotease
Granzyme B (BREDEMEYER ET AL. 2004) eingesetzt werden.

Reportergen- und RT-PCR-Analyse der gewebe- und entwicklungsspezifischen
Expression von S/SBT3
Neben der biochemischen Charakterisierung wurde eine detaillierte histochemische Lokalisierung

der entwicklungsabhangigen und gewebespezifischen Expression von SSBT3 mit Hilfe von
transgenen Pflanzen, die das S/SB73-Promotor::GUS-Reportergen tragen und durch halb-
quantitative RT-PCR mit spezifischen Primern durchgeflihrt. Die starkste GUS-Aktivitat konnte im
vaskularen Gewebe von Blattern, Blattstielen, Stédngeln und Wurzeln beobachtet werden. In den
Wurzeln zeigten besonders die Wurzelspitzen und Stellen lateralen Wurzelwachstums eine
intensive Blaufarbung.

NEUTEBOOM ET AL. (1999) wiesen fiir die Arabidopsis-Subtilase AIR3 ebenfalls eine Expression an
Stellen lateralen Wurzelwachstums nach. Allerdings war im Gegensatz zu SSBT3 die Expression
der AIR3-Subtilase ausschlieBlich auf diesen Bereich beschrankt. Bei der Entstehung lateraler
Seitenwurzeln, die sich aus den Perizykelzellen der Hauptwurzel entwickeln, missen die
Seitenwurzeln wahrend des Wachstums die Endodermis, die Wurzelrinde und die Rhizodermis
durchbrechen. Die Autoren diskutieren in diesem Zusammenhang, dass AIR3 mdglicherweise
Strukturproteine in den duBeren Zellschichten der Hauptwurzel proteolysiert, auf diese Weise die
Gewebestruktur schwacht und so der Seitenwurzel das Durchbrechen dieser Zellschichten
erleichtert.

Ob SKBT3 Zellwandstrukturen in der Wurzel verandert, indem es mit Strukturproteinen des Cortex
bzw. der Epidermis interagiert, und so bei der Entstehung lateraler Seitenwurzeln eine Rolle spielt,
ist momentan noch ungeklart. Dieser Aspekt sollte in zukinftigen Funktionsstudien Uber die
SKBT3-Subtilase berticksichtigt werden.

Ein Vergleich der Expression von SSBT3 mit SSBT1 und SGSBT2 testierte ein sehr
unterschiedliches Expressionsmuster der drei Subtilasen aus der SSBT-Familie. Wahrend SSBT3 in
allen Tomatenorganen exprimiert wird, weisen SSBT1 und SS5BT2 ein eingeschranktes
Expressionsmuster auf. S/SBTI-Promotor::GUS-Pflanzen zeigten lediglich eine GUS-Aktivitat in

Bliten und Wurzeln sowie in den Bliten- und Blattabscissionszonen (CeDzicH, mindliche
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Mitteilung). Die Expression in Bliten konnte JANZIK (2000) schon in friiheren Studien flir SSBT1 in
Blitenquerschnitten durch Immunodekorierung mit Hilfe eines SSBT1-Antiserums nachweisen.
SISBT2-Promotor::GUS-Pflanzen wiesen eine auffdllige GUS-Aktivitat in den SchlieBzellen der
Stomata auf (ULLRICH 2006). Das spezifische Expressionsmuster der drei Tomaten-Subtilasen
deutet darauf hin, dass diese unterschiedliche Funktionen in der Pflanze erfiillen. Eine funktionelle
Redundanz ist hingegen unwahrscheinlich.

Eine Lokalisation der S/SBT73-Expression auf Zellebene war in Querschnitten von Hypokotylen von
SISBT3-Promotor::GUS-Pflanzen mdoglich. Sie zeigten eine Blaufarbung im Phloem und im
Xylemparenchym, d.h. eine Expression von SSBT3 in diesem Bereich.

Die Ergebnisse der histochemischen Lokalisierung werden von den halb-quantitativen
RT-PCR-Analysen gestiitzt, die ebenfalls eine SKSBT3-Expression in allen untersuchten
Tomatenorganen nachwiesen. Dabei war SSBT3 in Wurzeln, Stangeln und Blattstielen starker
exprimiert als in Blattern und Bliten. Im Einklang damit stehen Expressionsanalysen der Tomaten-
Subtilasen mittels Northern Blot-Analyse von MEICHTRY ET AL. (1999), die S/SB73Transkripte in
allen Tomatenorganen mit starkster Expression in Wurzeln nachwiesen.

Von besonderem Interesse ist die SKSBT3-Expression im vaskuldren Gewebe, da in der
vorliegenden Studie die Spaltung und Inaktivierung von Systemin durch SABT3 /n vitro
demonstriert werden konnte. Es ist bekannt, dass das Systemin-Vorldufer-Protein Prosystemin in
parenchymatischen Zellen des vaskuldren Blattgewebes exprimiert und von dort das gereifte
Systemin in den Apoplasten freigesetzt wird (JACINTO ET AL. 1997, NARVAEZ-VASQUEZ & RYAN 2004).
Auch SKBT3 ist ein sekretiertes Protein und konnte bereits im Apoplasten nachgewiesen werden
(CepzicH, mindliche Mitteilung). Die Tatsache, dass SSBT3 und Prosystemin /n planta zum einen
co-lokalisiert sind und zum anderen beide in den Apoplasten sekretiert werden, erdffnet die
Maglichkeit, dass SSBT3 auch /n vivo an der Spaltung und Inaktivierung von Systemin und somit
an einer Regulation der Wundantwort beteiligt sein kénnte.

Zusatzlich zur organspezifischen Expression von SSBT3 konnte dargelegt werden, dass die
Expression von SSBT3 entwicklungsabhdngig reguliert ist. In dieser Arbeit wurde die Expression
von SKBT3 in verschiedenen Entwicklungsstadien des keimenden Samens untersucht. Hierbei
konnte im keimenden Samen von S/SB73-Promotor::GUS-Pflanzen eine starke GUS-Aktivitat im
Bereich des micropylaren Endosperms lokalisiert werden.

Dasselbe  Expressionmuster konnte  ULLRICH (2006) im keimenden Samen von
SISBT2-Promotor::GUS-Pflanzen nachweisen. Unterschiedlich war lediglich der Zeitpunkt der
Expression. Wahrend sich die Blaufarbung bei SSBT3 nach 48 h zeigte, trat sie bei SSBT2 bereits
nach 24 h auf. Tendentiell wiesen die beiden Subtilasen jedoch das gleiche Expressionsmuster in
diesem Entwicklungsstadium auf, was auf eine funktionelle Redundanz zu diesem Zeitpunkt der

Entwicklung hinweisen kénnte.
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GROOT ET AL. (1988), welche die Vorgange bei der Keimung von Tomate untersuchten,
demonstrierten, dass beim Aufbrechen der Samenschale zundchst eine Degradation des
micropylaren Endosperms stattfinden muss, bevor die Wurzelspitze die Samenschale durchbrechen
kann. Inwieweit eine mdgliche Beteiligung von SSBT3 beim Aufbrechen der Samenschale
diskutiert werden kann, bleibt momentan noch offen.

Denkbar ware hier auch eine mdgliche Funktion von SSBT3 bei der Pathogenabwehr, da beim
Aufbrechen der Samenschale ein potentieller Angriffspunkt flir Pathogene geschaffen wird und
daher ein effektiver Schutz gegen Pathogene an dieser Stelle besonders wichtig ist. Es ist bekannt,
dass wahrend der Keimung hauptsachlich im Bereich des micropylaren Endosperms
B-1,3-Glucanasen und Chitinasen (MOROHASHI & MATSUSHIMA 2000, WU ET AL. 2000) sowie
Polyphenoloxidasen (MOROHASHI 2002) exprimiert werden. Vielfach belegt ist, dass diese Enzyme,
entweder allein oder in Kombination mit anderen, in die Pathogenabwehr involviert sind
(SIMMONS 1994, Jach et al. 1995, JONGEDIIK ET AL. 1995, LOZOVAYA ET AL. 1998, GOMEZ ET AL. 2002).
Somit ware auch eine Beteiligung von SSBT3 bei der Abwehr von Pathogenen in keimenden
Samen nicht vollig ausgeschlossen, vor allem, da auch Mikroarraydaten ({ber die
Pathogeninduzierbarkeit von SSBT3 vorliegen (ZHAO ET AL. 2003). Inwiefern diese Hypothese
haltbar ist, kann erst in weiterfiihrenden Studien Uberprift werden.

Bis jetzt konnte nur flir zwei der 15 Tomaten-Subtilasen eine Funktion bei der Pathogenabwehr
nachgewiesen werden. P69B und P69C, zwei von mindestens sechs eng verwandten Mitgliedern
einer Subfamilie der Tomaten-Subtilasen wurden erwiesenermaBen infolge von Pathogenbefall
sowie nach Salicylsdure- und Fusicoccin-Behandlung induziert (VERA & CONEJERO 1988,
TORNERO ET AL. 1996, JORDA ET AL. 1999). In Shotgunproteomics-Experimenten konnten
CHEN ET AL. (2007) inzwischen aufzeigen, dass unter anderem Peptide von P69B und P69C haufig
im Darm von M. sexta-Larven, welche auf Tomatenpflanzen gefressen hatten, vorkommen. Dies
deutet darauf hin, dass die Proteine im Verdauungstrakt sowohl stabil als auch abundant sind und

bei der Abwehr von FraBfeinden eine Rolle spielen.

Expression von S/SBT3 in Reaktion auf verschiedene Stimuli

In der vorliegenden Arbeit konnte dokumentiert werden, dass SSBT3 nicht nur entwicklungs-
abhangig exprimiert wird, sondern die Expression auch abhdngig von bestimmten Stimuli ist.
Northern Blot-Analysen zeigten eine schwach induzierte SSBT3-Expression in Tomatenpflanzen
nach Fusicoccin-Behandlung und nach Infektion mit Xanthomonas campestris sowie eine deutlich
induzierte SKSBT3-Expression nach mechanischer Verwundung sowie nach FraB von Manduca
sexta-Larven.

Die Induktion der SKSBT3-Expression nach Fusicoccin-Behandlung war im Vergleich zu den

Kontrollpflanzen gering und konnte in wiederholten Versuchen nicht eindeutig reproduziert
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werden. Auch nach Infektion mit Xanthomonas campestris konnte nur eine schwache Induktion
der SKBT3-Expression beobachtet werden. Bei beiden Versuchen steht in Frage, ob die
beobachtete SSBT3-Expression tatsachlich eine Folge der Fusicoccin-Behandlung bzw. der
Bakterieninfektion war oder aber durch eine Verwundung der Pflanzen induziert worden ist.

Bei der verwendeten Methode flir die Fusicoccin- bzw. Puffer-Applikation wurden die Pflanzen an
den Stangeln abgeschnitten. Bei der Infiltration der Bakterien- und der Pufferlésung kann es zu
einer unbeabsichtigten Verletzung der Blatter kommen.

Zur genaueren Uberpriifung der Hypothese wére eine Wiederholung der Northern Blot-Analysen
mit Fusicoccin-behandelten Pflanzen notwendig. Sinnvoll ware, dabei zusatzlich zu der Puffer-
behandelten eine weitere Kontrollgruppe von ganzlich unbehandelten, also nicht abgeschnittenen
Pflanzen, zu untersuchen. Ein Vergleich zwischen den beiden Kontrollgruppen kénnte dann die
Frage beantworten, ob die SSBT3-Expression eventuell als Folge der Verwundung bei Fusicoccin-
bzw. Puffer-Applikation induziert worden ist.

Ob und in wie weit SSBT3 zu einer Resistenz gegenliber Phytopathogenen beitrdgt, sollte in
weiterflihrenden Studien mit Hilfe von transgenen Pflanzen, die entweder SSBT3 liberexprimieren
oder aber in der SKSBT3 Expression beeintrachtigt sind, getestet werden. Im Laufe der
vorliegenden Studie wurde der Schwerpunkt nicht auf eine mdgliche Rolle in der Pathogen-
resistenz, sondern auf die Interaktion von Tomatenpflanzen mit herbivoren Insekten gelegt.

Die Induktion der SKBT3-Transkripte nach mechanischer Verwundung konnte im Manduca sexta-
FraB-Experiment reproduziert werden. Die Induktion der SSBT3-Transkripte war in den beiden
unabhdngigen Versuchen vergleichbar und erreichte nach 8 - 12 h ihr Maximum. Das Maximum
der S/SBT3-Induktion nach Verwundung ist vergleichbar mit dem bekannter Proteine der
Wundantwort, wie verschiedener Gruppen von Proteinaseinhibitoren, Polyphenoloxidase, Threonin
Deaminase, Arginase und Leucinaminopeptidase. Allerdings ist flir die Transkripte dieser
bekannten Wundantwortproteine eine wesentlich starkere Akkumulation zu beobachten und ein
Anstieg des Transkriptspiegels schon nach drei Stunden deutlich nachweisbar (RYyAn 2000,
OROZCO-CARDENAS ET AL. 2001, STRASSNER ET AL. 2002, LEE & HOWE 2003, LI ET AL. 2004).

Die Vermutung, dass SSBT3 eine Rolle bei der Wundantwort sowie der Abwehr von FraBfeinden

spielt, liegt daher nahe.

Die bisher vorgestellten Ergebnisse lieBen aus dreierlei Griinden vermuten, dass SSBT3 an der
Regulation der Wundantwort in Tomatenpflanzen beteiligt sind. Erstens spaltet rekombinante
SBBT3 in vitro das Peptid Systemin C-terminal von GIn'*®. Bei Systemin handelt es sich um ein
wichtiges Signalmolekil der Wundantwort von Tomatenpflanzen. Dieses 18-Aminosaure-Peptid 16st
die Induktion von Abwehrgenen nach Insektenfra3 im verwundeten Blatt sowie in unverwundeten

Geweben aus (PEARCE 1991, RYAN 2000). Eine Spaltung von Systemin C-terminal von GIn®® fiihrt
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nachweislich zu seiner Inaktivierung (PEARCE ET AL. 1993). Zweitens werden sowohl das Systemin-
Vorlauferprotein Prosystemin (JACINTO ET AL. 1997) als auch SSBT3 im vaskuldren Gewebe von
Tomatenpflanzen exprimiert. Systemin wird von dort aus in den Apoplasten freigesetzt (NARVAEZ-
VASQUEZ & RYAN 2004), wo auch SKBT3 nachgewiesen werden konnte. Drittens akkumulieren
SKBT3-Transkripte 8 bis 12 h nach mechanischer Verwundung bzw. Insektenfral.

Vor dem Hintergrund dieser Beobachtungen ergaben sich zwei Hypothesen zu mdglichen
Funktionen von SSBT3 in der Pflanze/Insekten-Interaktion, die nachstehend diskutiert werden

sollen.

Hypothese 1: SSBT3 ist durch die Inaktivierung von Systemin in planta an der
Regulation der Wundantwort von Tomatenpflanzen beteiligt.

Um diese Hypothese zu uberpriifen, wurde die wundinduzierte Proteinaseinhibitor-Aktivitat in
SKBT3-defizienten (RNAi), SSBT3-Uberexpressions- und Wildtyp-Pflanzen verglichen. Die
Proteinaseinhibitor-Aktivitat im Zeitverlauf nach mechanischer Verwundung unterschied sich nicht
in Wildtyp- und transgenen Pflanzen. Nach der Ausgangshypothese wdre aber in den
Uberexpressionspflanzen in Folge einer verstirkten Inaktivierung von Systemin durch SSBT3 im
Vergleich zum Wildtyp eine abgeschwachte Wundantwort und somit Proteinaseinhibitor-Aktivitat zu
erwarten gewesen. Andererseits sollte die Wundantwort in den RNAi-Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp Uber léngere Zeit aufrecht erhalten bleiben, da hier die Systemin-inaktivierende SSBT3
fehlte.

Auch die zur Uberpriifung der Hypothese durchgefiihrten Verwundungs-Experimente mit Manduca
sexta-Larven zeigten in Northern Blot-Analysen keine Unterschiede in der Proteinase-
Inhibitor-II-Expression in den transgenen Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp.

Folglich konnte die oben aufgestellte Hypothese 1 nicht bestatigt werden. Auch wenn nicht vélllig
ausgeschlossen werden kann, dass SBT3 Systemin /n vivo spaltet, so scheint diese Degradation
keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von Abwehrgenen zu nehmen.

In diesem Zusammenhang soll auf Untersuchungen von SCHALLER & RYAN (1994) und
SCHALLER (1998) hingewiesen werden. Die Autoren analysierten die proteolytische Aktivitat von
membrangebundenen Proteasen im Hinblick auf die Spaltung von Systemin. Dabei konnten
mehrere Spaltungsstellen in der Systemin-Sequenz identifiziert werden, die jedoch nicht alle zu
einer Inaktivierung der biologischen Aktivitat von Systemin fiihrten. Weiterhin konnte HUET (2004),
der die Systeminspaltung durch Idsliche Proteasen untersuchte, demonstrieren, dass Systemin in
Abhangigkeit des vorherrschenden pH-Wertes im Apoplasten unterschiedlich gespalten wird. Man
geht davon aus, dass der pH-Wert im Apoplasten an Verwundungsstellen als Folge des von
FELIX & BOLLER (1995) und SCHALLER & OECKING (1999) beschriebenen Systemin-induzierten

Protonen-Influxes in den neutralen bis alkalischen Bereich ansteigt. Dies wiirde bedeuten, dass
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eine Verwundung zu einer Alkalinisierung des Apoplasten flihrt. So konnte gezeigt werden, dass
Systemin als Wundsignalmolekiil eine Alkalinisierung des Kulturmediums pflanzlicher
Zellsuspensionen hervorruft (FELIX & BOLLER 1995, VETSCH ET AL. 2000). Diese Resultate
demonstrieren, dass das alkalische pH-Optimum von SKSBT3 nicht im Widerspruch mit einer
proteolytischen Aktivitdt im Apoplasten stehen muss. Allerdings 1aBt die Vielfaltigkeit der
beschriebenen Spaltereignisse von Systemin sowie der Einfluss des pH-Wertes auf die Spaltstellen
darauf schlieBen, dass mehrere Proteasen an diesem System beteiligt sind. Zudem konnte
HUET (2004) belegen, dass ein Systemin-degradierendes System konstitutiv sowohl im Apoplasten
als auch im Zellkulturiiberstand vorhanden ist.

Folglich reflektiert die Modellvorstellung von einem einzigen Systemin-abbauenden Enzym, das
alleine fir die Inaktivierung des Hormonsignals verantwortlich ist, mit hoher Wahrscheinlichkeit
nicht die Situation /n planta (HUET 2004). Es ist daher wahrscheinlich, dass SSBT3 als eine von
mehreren Systemin-spaltenden Proteasen nicht maBgeblich an der Systemin-Degradation und
damit Regulierung der Wundantwort beteiligt ist.

Vor dem Hintergrund, dass Hypothese 1 nicht bestatigt werden konnte, war nicht zu erwarten,
dass SKBT3-Uberexpressions-, SABT3-RNAi- und Wildtyp-Pflanzen eine unterschiedliche
Widerstandsfahigkeit gegen FraB von  Manduca sexta-Larven aufweisen  wirden.
Uberraschenderweise wurden dennoch in zwei unabhingigen Experimenten Unterschiede in der
Larvenentwicklung auf den drei Genotypen beobachtet. Die Zahl der Raupen, die die
Uberexpressionspflanzen verlieBen, bzw. von diesen Pflanzen fielen war wesentlich héher als fiir
Wildtyp- bzw. RNAi-Pflanzen. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine erhohte Expression von
SKBT3 zu einer gesteigerten Resistenz gegen Insektenfral beitrdgt, welche jedoch lber einen
anderen Mechanismus als Uber die wundinduzierte Expression von Abwehrgenen vermittelt wird.
Zu diskutieren ist nun, wie eine solche Wirkweise von SSBT3 aussehen kodnnte. Die
auBergewdhnliche Stabilitdt von SSBT3 und das alkalische pH-Optimum der Protease sind beides
Voraussetzung fir eine proteolytische Aktivitat im stark alkalischen sowie proteinasereichen Milieu
eines Insektendarms (CHEN ET AL. 2007). Der pH-Wert im Darm von herbivoren Spezialisten wie
Manduca sexta-Larven liegt zwischen 8 und 11 (FELTON 2005). In diesem Bereich weist S5BT3
eine hohe Aktivitat auf. Diese Eigenschaften von SSBT3, die durch FraB von Manduca sexta-
Larven induzierte Expression von S5SBT3, wie auch die in den Experimenten zur Larvenentwicklung
beobachtete erhéhte Resistenz der Uberexpressionspflanzen, deuten auf eine Rolle von SBST3 bei

der Insektenabwehr hin und fihrten zur zweiten Hypothese.
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Hypothese 2: S/SBT3 wirkt sich liber ihre proteolytische Aktivitat im Insektendarm
negativ auf die Entwicklung des Schadinsektes aus.

Um diese Hypothese zu Uberpriifen, wurden zunachst Western Blot-Analysen von Proteinextrakten
aus Kot von Manduca sexta-Larven, welche auf Wildtyp-, RNAi- bzw. Uberexpressionspflanzen
gefressen hatten, durchgeflihrt. Es konnte verifiziert werden, dass SSBT3 im Darm von
Manduca sexta-Larven, welche auf Uberexpressionspflanzen gefressen hatten, stabil war. Dies ist
Voraussetzung daflir, dass die Protease ihre Wirkung im Insektendarm ausliben kann. Die Frage,
ob die proteolytische Aktivitdt von SSBT3 im Insektendarm aufrechterhalten bleibt, wurde nicht
Uberprift und muss zu diesem Zeitpunkt noch offen bleiben.

Das Wechselspiel der Pfanzen und ihrer FraBfeinde im Kampf ums Uberleben ist seit vielen Jahren
Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Untersuchungen. Sekunddre Pflanzeninhaltsstoffe
galten traditionell als hauptsachlicher Bestandteil pflanzlicher Abwehrstrategie gegeniber
Herbivoren (BERENBAUM & ZANGERL 2008). Seit langem ist jedoch bekannt, dass auch Proteine
maBgeblich an der pflanzlichen Verteidigung gegen phytopathogene Insekten beteiligt sind.
Wegweisende Arbeiten wurden dazu schon vor lber 35 Jahren von GREEN & RYAN (1972) an
Tomatenpflanzen durchgeflihrt. Sie zeigten als Erste, dass Proteinaseinhibitoren (PI), welche nach
InsektenfraB in Tomatenbldttern akkumulieren, nachteilig auf die Entwicklung der Insekten
einwirken. Durch Nahrungsaufnahme der Tiere gelangen sie in den Verdauungstrakt, wo sie die
Umsetzung der in der Nahrung enthaltenen Proteine behindern und dadurch die Bioverfligbarkeit
essentieller Aminosduren herabsetzen.

Neben den sehr intensiv untersuchten Proteinaseinhibitoren wurde in den letzten Jahren ein immer
gréBer werdendes Spektrum an Proteinen beschrieben, welche ebenfalls im Koérper des
Schadinsektes — meist im Darm — die Entwicklung des Tieres negativ beeinflussen (FELTON 2005).
Dabei kénnen Proteine direkt toxisch wirken oder aber indem sie — vergleichbar mit den PI — die
Nahrungsverwertung beeintrachtigen und damit zu einer Mangelerndhrung des Insektes fiihren
(CARLINI & GROSSI-DE-SA 2002).

ZHU-SALZMAN ET AL. (2008) geben eine Ubersicht iiber potentiell toxische Abwehrproteine. Unter
ihnen finden sich unter anderem Chitinasen und Lectine, welche vermutlich die peritrophische
Matrix (PM), eine Art Schutzschicht der Insektendarmwand, beschadigen kénnen. Ein Defekt in der
PM koénnte die Nahrungsverdauung und -aufnahme stéren, sowie den Verdauungstrakt toxischen
Substanzen und Pathogenen aussetzen (ZHU-SALZMAN ET AL. 1998).

Ein Beispiel flir Proteine, welche Uber die Einschrankung der Nahrungsverwertung bzw.
-verfiigbarkeit in der pflanzlichen Abwehr wirken, sind Polyphenoloxidasen (PPOs), welche im
Pflanzenreich weit verbreitet sind. In Tomaten- und Tabakpflanzen, aber auch in Pappeln konnte

demonstiert werden, dass diese Enzyme nach Verwundung induziert werden und
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PPO-Uberexpressionspflanzen  eine  hohere Resistenz gegen InsektenfraB  aufweisen
(FELTON ET AL. 1989, WANG & CONSTABEL 2004). Die Wirkung der PPOs gegen Herbivoren wird ihrer
Fahigkeit zugeschrieben, Phenole in ihre entsprechende Chinonform zu Uberfiihren
(FELTON ET AL. 1989). Diese stark elektrophilen Chinone kdnnen kovalent an Proteine binden,
wodurch schwer verdauliche komplexe Proteinenaggregate entstehen. Dies kann somit zu einer
Verringerung der Nahrstoffaufnahme und zu einem verzégerten Wachstum der Insekten flihren
(DUFFEY & STOUT 1996, KARBAN & BALDWIN 1997).

Auch den Leucinaminopeptidasen (LAPs) wird eine Rolle bei der Insektenabwehr zugesprochen.
LAPs gehoéren zu den l6slichen Aminopeptidasen, die die N-terminale Aminosdure Arginin von
Proteinen und Peptiden freisetzen. Das Tomatenprotein LAP-A wird durch InsektenfraB3 induziert
und ist nachweislich im Insektendarm stabil. Eine unabhangige Wirkweise von LAP-A eventuell
aber auch in Erganzung zu den Proteaseinhibitoren bei der Inaktivierung von Verdauungsenzymen
im Insektendarm wird diskutiert (PAUTOT ET AL. 1993, GU ET AL. 1999).

In diesem Zusammenhang sind auch jlngste Ergebnisse von CHEN ET AL. (2005, 2007) von
Interesse. Mit Hilfe eines neuen Ansatzes unter Verwendung von proteomischen Untersuchungen
gekoppelt mit einer Massenspektralanalyse analysierten die Autoren Darminhalte bzw. Kot von
Manduca sexta-Larven, welche auf Tomatenpflanzen aufgezogen worden waren. Peptide von
LAP-A sowie der Tomaten-Subtilasen P69B und P69C waren haufig in diesen Shotgunproteomics-
Experimenten nachweisbar, was darauf hindeutet, dass diese Proteine im Verdauungstrakt stabil
und abundant sind.

Dieselben Autoren konnten erst vor kurzem zeigen, dass die Enzyme Arginase und Threonin
Deaminase (TD), welche nach Verwundung induziert werden, im Insektendarm sowohl stabil als
auch aktiv waren. Die Untersuchungen legen eindriicklich dar, dass diese beiden Enzyme als
pflanzliche Abwehrproteine wirken, indem sie im Insektendarm essentielle Aminosduren wie
Threonin und Arginin metabolisieren und dadurch fir die Insekten wertlos machen. Auch Peptide
der TD waren haufig in den bereits erwahnten Shotgunproteomics-Experimenten nachweisbar
(CHEN ET AL. 2005, 2007).

Die Rolle der wundinduzierbaren SSBT3 bei der pflanzlichen Abwehr im Verdauungstrakt von
Insekten ist zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar und muss in weiterfiihrenden Studien untersucht
werden. Hilfreich ware dabei die Aufklarung der Substrate von SSBT3 im Insektendarm. Einen
interessanten Aspekt liefern hier erneut die Studien Uber TD von CHEN ET AL. (2007). TD ist das
erste Enzym in der Isoleucin-Biosynthese von Pflanzen. Normalerweise wird TD durch negatives
Feedback durch Isoleucin gehemmt, welches auf die C-terminale Regulierungsdoméne des Enzyms
einwirkt. Es konnte jedoch aufgezeigt werden, dass die TD-Aktivitdt im Insektendarm auch in

Anwesenheit hoher Isoleucin-Konzentrationen, aufgrund proteolytischer Prozessierung der
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Regulierungsdomane, verstarkt war (CHEN ET AL. 2005, 2007). Interessanterweise enthdlt die
Domane, welche die N-terminale katalytische Domane mit der C-terminalen regulativen Domane
verbindet, das Aminosauren-Motiv — KHK. Dieses Motiv, ein Histidin benachbart von basischen
Aminosauren, wie hier Lysin, stellt ein mogliches Substrat von SSBT3 dar. Daher wurde postuliert,
dass SKBT3 flir die Prozessierung und Aktivierung von TD im Insektendarm verantwortlich sein
kdnnte. Diese Hypothese konnte bisher in /in vitro Studien nicht bestatigt werden (HOWE,
mundliche Mitteilung) und sollte daher in weiterflihrenden Studien genauer untersucht werden.
Dabei stellt die Tatsache, dass in den von CHEN ET AL. (2007) durchgefiihrten Shotgunproteomics-
Experimenten keine Peptide von SBBT3 detektiert wurden, keinen Widerspruch fir diese
Hypothese dar. Die Autoren weisen darauf hin, dass ihnen nur ein limitierter Datensatz von
ca. 2600 Proteinsequenzen zum Abgleich der MS-Daten zur Verfligung stand und es daher
wahrscheinlich ist, dass weitere wundinduzierbare Tomatenproteine im Darm von Manduca sexta-
Larven akkumulieren, die bis jetzt noch nicht nachgewiesen werden konnten.

Uber die Ursache, welche die Manduca sexta-Raupen dazu veranlassten, die SSBT3-
Uberexpressionspflanzen zu verlassen bzw. die dazu fiihrte, dass sie von den Pflanzen
herunterfielen, kann zu diesem Zeitpunkt nur spekuliert werden. Allerdings gibt es Hinweise
darauf, dass herbivore Raupen versuchen, einen unausgewogenen Nahrstoffgehalt bedingt durch
die Heterogenitdt innerhalb einer Futterpflanze durch aktives Aufsuchen von Pflanzengewebe mit
besserem Nahrwert auszugleichen. Eine solche Larvenbewegung hin zu "besserem Futter" konnten
ZAVALA & BALDWIN (2004) bei Trypsinproteinaseinhibitor (TPI)-Uberexpressionspflanzen feststellen.
Sie beobachteten, dass ab einem bestimmten Larvenstadium die Tiere Blatter mit hohem
TPI-Gehalt verlieBen und bevorzugt an jungen Blattern, welche einen hohen Proteingehalt
aufwiesen, fraBen. Damit kompensierten sie eine durch die verstarkte TPI-Konzentration bedingte
verringerte Proteinaufnahme. Eine solche Veranderung der "FraB-Position" mit dem Ziel eine
bessere Futterquelle als die SSBT3-Uberexprimierenden Blatter zu finden, kdnnte die Ursache
dafiir sein, dass die Raupen diese Pflanzen verlieBen. Dies wiirde die Hypothese unterstiitzen, dass
SKBT3 Uber seine proteolytische Aktivitat im Insektendarm, mdglicherweise Uber die Aktivierung

von TD negativ auf die Entwicklung des Schadinsektes einwirkt.
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Fazit und Ausblick

Die Resultate dieser Arbeit liefern wichtige Grundlagen und Meilensteine fir eine weitere
zielgerichtete Suche nach den Aufgaben von SSBT3 in Tomatenpflanzen.

Ein Fokus der vorliegenden Studie lag in der Aufreinigung und detaillierten biochemischen
Charakterisierung der rekombinanten SSBT3, welche auch Voraussetzung fiir die Aufklarung der
Kristallstruktur des Proteins waren. Die Kristallstruktur von SSBT3 wurde vor kurzem fertigestellt.
Die noch nicht abgeschlossene Interpretation der Rontgenbeugungsdaten wird wichtige
Informationen zur Struktur der aktiven Domdne und der Protease-assoziierten Domane
(PA-Domane) liefern. Besonders die PA-Domadne, welche bisher nur bei den Mitgliedern der
pflanzlichen und prokaryotischen, nicht jedoch bei tierischen Subtilasen, nachgewiesen werden
konnte, ist von groBem wissenschaftlichem Interesse. Ihre Funktion ist bisher noch ganzlich
ungeklart, jedoch wurde ihr bisher eine Rolle bei der Substratspezifitdt oder bei Protein-Protein-
Interaktionen zugesprochen (LAWRENCE ET AL. 1999, MAHON & BATEMAN 2000). Die Ergebnisse der
Strukturanalyse von SGSBT3 deuten nun darauf hin, dass entgegen bisheriger Annahmen die
PA-Domadne eine Dimerisierung der Protease vermittelt und dadurch an der Regulation der
proteolytischen Aktivitat beteiligt sein kdnnte. Diese Erkenntnisse werden bei der Suche nach der

physiologischen Rolle von SSBT3 und ihrer Substrate /n vivo von entscheidender Bedeutung sein.
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Tab. 6.1a

ANHANG

Sequenzen der im Protease Spot-Test eingesetzen Peptide (Nr. 1 — 29)

Die im Protease Spot-Test eingesetzten fluorogenen Peptide basierten auf der Aminosaureteilsequenz
des Systemin-Peptids (Nr. 0). Ausgehend davon wurden Peptide synthetisiert, welche sich jeweils in
einer Aminosdure (Nr. 1 - 60) vom urspriinglichen Systemin-Peptid-Fragment unterschieden. Dafiir
wurden die Aminosduren an den Position Ps bis P3" systematisch durch eine Aminosdure (AS) aus je
einer der folgenden Gruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften ausgetauscht: Alanin
(A, aliphatisch), Phenylalanin (F, aromatisch), Asparagin und Serin (N, S, polar), Aspartat (D, sauer),
Prolin (P, unpolar) und Lysin (K, basisch). An den Positionen P, bis P; wurde zusatzlich eine AS
gegen Valin (V, unpolar), Glycin (G, unpolar) Leucin (L, aliphatisch) bzw. Isoleucin (I, aliphatisch)
(Nr. 19 - 39) sowie an der Position P, gegen Tryptophan (W, polar) bzw. Tyrosin (Y, polar)
ausgetauscht. Desweiteren Position P; durch ein Histidin (H, basisch). Die ausgetauschten AS sind
rot, die Spaltstelle durch einen Doppelstrich markiert. Die Darstellung der Spaltstellen entspricht der
Nomenklatur nach ScHECHTER & BERGER (1967). Die Aminosauresequenzen der Peptide wurden in der
Einbuchstaben-Schreibweise dargestellt.
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Peptidsequenz

Spaltstellen
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SKRDPPKMQTDS

SKRDAPKMQTDS

SKRDFPKMQTDS

SKRDNPKMQTDS

SKRDSPKMQTDS

SKRDDPKMQTDS

SKRDKPKMQTDS

SKRDPAKMQTDS

SKRDPFKMQTDS

O NN |AR|WIN |- O

SKRDPNKMQTDS

SKRDPSKMQTDS

SKRDPDKMQTDS
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Tab. 6.1b

Sequenzen der im Protease Spot-Test eingesetzen Peptide (Nr. 30 — 60)

Die im Protease Spot-Test eingesetzten fluorogenen Peptide basierten auf der Aminosaureteilsequenz
des Systemin-Peptids (Nr. 0). Ausgehend davon wurden Peptide synthetisiert, welche sich jeweils in
einer Aminosdure (Nr. 1 - 60) vom urspriinglichen Systemin-Peptid-Fragment unterschieden. Dafiir
wurden die Aminosduren an den Position Ps bis P3" systematisch durch eine Aminosaure (AS) aus je
einer der folgenden Gruppen mit unterschiedlichen Eigenschaften ausgetauscht: Alanin
(A, aliphatisch), Phenylalanin (F, aromatisch), Asparagin und Serin (N, S, polar), Aspartat (D, sauer),
Prolin (P, unpolar) und Lysin (K, basisch). An den Positionen P, bis P; wurde zusatzlich eine AS
gegen Valin (V, unpolar), Glycin (G, unpolar) Leucin (L, aliphatisch) bzw. Isoleucin (I, aliphatisch)
(Nr. 19 - 39) sowie an der Position P, gegen Tryptophan (W, polar) bzw. Tyrosin (Y, polar)
ausgetauscht. Desweiteren Position P; durch ein Histidin (H, basisch). Die ausgetauschten AS sind
rot, die Spaltstelle durch einen Doppelstrich markiert. Die Darstellung der Spaltstellen entspricht der
Nomenklatur nach ScHECHTER & BERGER (1967). Die Aminosauresequenzen der Peptide wurden in der
Einbuchstaben-Schreibweise dargestellt.

Nr.

Peptidsequenz

Spaltstellen

U
)

Py |Ps

U
N

U
-

U
N

-
w\
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30
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53
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54
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55

SKRDPPKMQTDA

56

SKRDPPKMQTDF

57

SKRDPPKMQTDN

58

SKRDPPKMQTDP

59

SKRDPPKMQTDD

60

SKRDPPKMQTDK
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K Wtl Wt2 5-2 12-1 13-1 14-2 Wtl Wt2 5-2 12-1 13-1 14-2
-
- -
- -
- - -
\ AN J
Y~ A
BamH1 Hind 111

Abb. 6.1 Southern Blot-Analyse der S/SB73-Promotor::GUS-Linien.

Je 10 pg genomische DNA der S/SB73-Promotor::GUS-Linien sowie zweier Wt-Linien wurden mit den
Enzymen BamH'1 und Hind 111 verdaut. Die Membran wurde mit einer radioaktiv markierten NPTII-Sonde
hybridisiert. K zeigt die positiv Kontrolle (100 pg Plasmid-DNA, pART27, linearisiert mit NotI).
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