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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Der Holoparasit Cuscuta reflexa

Die Familie der Cuscutacea umfasst ca. 170 Spezies der Gattung Cuscuta. Alle Arten dieser
Gattung sind fur die Versorgung mit Nahrstoffen vollsténdig auf ihren Wirt angewiesen und
werden deshalb as Holoparasiten bezeichnet. Der Spross der Pflanzen windet sich wahrend
der Infektion um den des Wirts und ist wurzellos. Die Blétter von Cuscuta sind nur
rudimentdr ausgebildet (Abb. 1-1). Zur Infektion eines kompatiblen Wirts kommt es durch
sogenannte Haustorien (Lat. haurire: trinken).

s

Abb. 1-1: Cuscuta reflexa interagiert mit der kompatiblen Wirtspflanze Nicotiana tabacuum. Blétter des
Parasiten sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Haustorien sind mit einem Stern gekennzeichnet.

Diese gpeziellen Organe dienen dazu, Kontakt zum Gefd3system der Wirtspflanze
herzustellen und ihr organische und anorganische Né&hrstoffe sowie Wasser zu entziehen
(Jeschke et al., 1994a; Jeschke et al., 1994b). Cuscuta ist ein Sprossparasit und lebt
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ausschliefdlich auf oberirdischen Tellen der Wirtspflanze. Viele Arten der Gattung Cuscuta
besitzen keine Chloroplasten und sind nicht zur Photosynthese fahig. Fir andere Arten, so
auch fur Cuscuta reflexa, konnte jedoch Photosyntheseaktivitét nachgewiesen werden. Sie
vefligen jedoch nur Uber wenige Chloroplasten mit einem geringen Gehalt an Thylakoiden.
14C0o,-Aufnahmestudien haben gezeigt, dass durch die Ribulose-1,6-bisphosphatcarboxylase
(RUBISCO) geringe Mengen CO, assimiliert werden (Hibberd et al., 1998). Die Fixierung
beschrankt sich auf wenige Zellen, welche sich nahe dem Zentralzylinder befinden (Macleod,
1961). Trotz dieser Leistungen ist Cuscuta vollstandig von dem befallenen Wirt abhangig.
Fals nach der Keimung des Parasiten kein kompatibler Wirt zur Aufnahme von
Iebensnotwendigen Stoffen zur Verfligung steht, ist der Parasit nicht tberlebensfahig.

Cuscuta reflexa besitzt ein grof3es Wirtsspektrum. Hierunter fallen auch viele Nutzpflanzen,
wie zum Beispiel Alfafa, Zwiebel, Sojabohne und Kartoffel. Der Parasit ist auf allen
Kontinenten der Welt verbreitet. Besonders in Asien und Sidamerika kommt es so
regelméaldig zu grofen Ertragseinbul}en. Der Befall eines Feldes kann unter Umstanden zum
Verlust der gesamten Ernte fuhren. Ein Ziel dieser Arbeit war es, eine kostengiinstige und
einfache Methode zu finden, um den Befall mit Cuscuta reflexa abzuwenden.

1.2. Interaktion mit kompatiblen Wirten

Die Aufnahme von Néahrstoffen und Wasser setzt einen direkten Kontakt mit den Xylem- und
Phloemgefdlien des Wirts voraus. Wird dies nicht durch die Pflanze verhindert, wie
beispielsweise durch Lignifizierung des Gewebes wie im Falle der Tomate (Albert et al.,
2006), spricht man von einem kompatiblen Wirt. Dies bezeichnet man als hypersensitive
Reaktion. Die Haustorien entwickeln sich ausschliefdlich auf der sprosszugewandten Seite
(Abb. 1-2).
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Abb. 1-2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von sich entwickelnden Cuscuta-Haustorien und der
Anheftung an Impatiens royalei (Springkraut). A Ein entstehendes Haustorium (h) ndhert sich Impatiens (i). B
Ein Haustorium vor dem Kontakt mit elongierten Epidermiszellen (t). C Die Epidermiszellen (€) nehmen die
morphologische Form des Sprosses an. D Ein Haustorium, das von der Wirtspflanze abgelost wurde:
“Polysaccharidreiches Material“ (*), epidermale Zellen (€), Impatiens-Spross (i). Abbildung aus Vaughn (2002).

Die Bildung scheint auf mechanischen Reizen zu beruhen, da Haustorien sich auch
entwickeln, wenn Cuscuta um einen Holzstab gewunden wird. Prdhaustorien wachsen
ausschliefdlich an den Kontaktstellen von Cuscuta mit dem Wirt und entwickeln ein
sekundéres Meristem von parasitdren epidermalen  und parenchymaen Zellen
(Heidgorgensen, 1991). Die eigentliche Haustorienbildung startet mit der Differenzierung
von parasitischen Epidermis- und Rindenzellen zu sog. Prahaustorien. Wenn Cuscuta einen
kompatiblen Wirt erreicht, elongieren die epidermalen Zellen und differenzieren sich zu
sezenierenden Zellen. Diese sind dehnbar und passen sich der Form der Zellen des
Wirtssprosses an. Sie sekretieren ein polysaccharidreiches Material, das der Mittellamelle
hoherer Pflanzen entspricht und die Adhasion des Parasiten an den Wirt unterstiitzt (\VVaughn,
2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass Multienzym-Komplexe mit pektinase- und
zellulaseartigen Eigenschaften, sog. ,,|oosening particles’, ein Eindringen des Haustoriums in
den Wirt erleichtern (Vaughn, 2003a) (Abb. 1-2). Wenn das Haustorium in den Wirt
eingedrungen ist, differenzieren die vorderen Zellen zu sogenannten Suchhyphen, um in die
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umgebenen Leitbindel einzudringen und Nahrstoffe und lonen zu entziehen. Die Zellen des
Parasiten bilden chimére Zellwande mit denen des Wirts und sind tber Plasmodesmata
miteinander verbunden (Vaughn, 2003b). Diese Zellen haben die Funktion von Siebel ementen
und Transferzellen (Dorr, 1997). Durch die Anwendung von phloemmobilen GFP-
Fusionsproteinen und phloemmobilen fluoreszierenden Stoffen konnte eine cytoplasmatische
Verbindung zwischen den Wirtszellen und den Zellen von Cuscuta nachgewiesen werden
(Birschwilks et al., 2006). Suchhyphen, die auf ein Xylemparenchym treffen, differenzieren
synchron mit diesen Zellen. Beide Zellen bilden ein kontinuierliches Xylemelement von der
Wirtspflanze zum Parasiten (Schulz, 1987). Damit sind die Entwicklung und die Ausbildung
des Xylems abgeschlossen. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Cuscuta als “Briicke” zwischen
Pflanzenspezies dienen kann und Viren zwischen Individuen ausgetauscht werden (Ross and
Aldrich, 1988; Schmelzer, 1955; Bennett, 1940). Roney und Mitarbeiter (Roney et al., 2007)
beobachteten, dass phloemmobile mRNAs von der Tomate in den Parasiten Cuscuta
pentagonia Ubertragen werden. Cuscuta reflexa entzient auf diese Weise dem kompatiblen
Wirt Lupinus albus 81 % der Photosyntheseprodukte und den vom Wirt fixierten und
teilweise auch bereits gespeicherten Stickstoff (Jeschke et al., 1994b). Wéahrend der
Fruchtbildung des Wirts konkurriert Cuscuta mit der sich entwickelnden Frucht (Wolswinkel,
1974).

Um die molekularen Vorgange wéhrend der Interaktion von Cuscuta reflexa mit einem
kompatiblen Wirt zu verstehen, hatte Markus Albert im Rahmen seiner Dissertation eine
cDNA-Bank von Cuscuta reflexa erstellt. Die cDNA-Bank wurde auf mRNASs durchsucht, die
wahrend der Bildung von Haustorien transkribiert werden. Ein Gen wurde nachgewiesen, das
fur eine Cysteinprotease codiert. Das Transkript fand sich nur in den RNA-Proben, welche
aus Haustorien gewonnen wurde. Cysteinproteasen nehmen im Zusammenhang mit einigen
parasitierenden Organismen bel der Infektion ihrer Wirte eine Ubergeordnete Rolle ein.
Deshalb sollte im Folgenden die Relevanz der entdeckten Protease fir den Infektionsverlauf
anaysiert werden.

1.3. Cysteinproteasen

Peptidhydrolasen (Proteasen) katalysieren die Hydrolyse von Peptiden. Die erste isolierte und
charakterisierte Protease stammt aus der Frucht von Carica papaya und wird Papain genannt.
Papaindhnliche Cysteinproteasen besitzen eine dhnliche Tertiarstruktur und entsprechend ein
sehr dhnlich aufgebautes katalytisches Zentrum. Dieses besteht aus den drel konservierten
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Aminosauren Cys 25, His 159 und Asn 175 (geméal der Papain-Nummerierung). Viele der
identifizierten, parasitéren Proteasen gehtren den papaindhnlichen Enzymen und damit dem
CA-Klan an (Abb. 1-3). Bei diesen Enzymen liegt das Cystein im aktiven Zentrum in direkter
Nachbarschaft zum basischen Histidin. Der CA-Klan wird weiter in die Familien C1
(Cathepsin B- und Cathepsin L-ahnliche) und C2 (calpainghnlich) unterteilt. Karrer und
Mitarbeiter (Karrer et al., 1993) schlugen die weitere Unterteilungen der C1 Familie in zwei
Unterfamilien vor, die sich in den Propeptiden der Enzyme unterscheiden. Das Propeptid der
Cathepsin L-&hnlichen Enzyme besteht aus einer a-Helix und einem kurzen Peptidstrang,
gefolgt von einer zweiten a-Helix. In der zweiten Helix befindet sich das ERFNIN-Motiv (E,
X3, R, Xo, (IV), F, X2 N, X3, I, X3, N (ERFNIN; benannt nach dem Einbuchstabencode fir
Aminosauren; X sind beliebige Aminosauren). Die Sequenz ist wesentlich fir die stabile
Interaktion des Aktivierungspeptids mit der reifen Doméne der Protease (Abb. 1-4). Zum
einen variieren die Propeptide in der Gréf3e und zum anderen sind strukturelle Unterschiede
vorhanden. Cathepsin L-&hnliche Enzyme weisen ein langeres Propeptid und das ERFNIN-
Motiv auf. Enzymen der Cathepsin B-Unterfamilie fehlt dieses Motiv. Die Enzyme besitzen
im Gegensatz dazu den sogenannten ,, verschliefsenden Loop®, durch den das aktive Zentrum
partiell blockiert wird (Abb. 1-4). Eukaryotische Cl1-Peptidasen werden als Zymogene
trandatiert, das heildt, nach Abspaltung der N-terminalen Signalsequenz, die der Sekretion des
Proteins dient, besteht des Protein aus dem reifen Enzym und einer Prosequenz (Coulombe et
al., 1996a; Coulombe et al., 1996¢c; Cygler et al., 1996; Turk et al., 1995). Das Propeptid
wirkt as Inhibitor der Protease, bis es in der Regd autokatalytisch entfernt wird.
Beispielsweise wird Procaricain in vitro bel einem pH-Wert von 4,0 intramolekular aktiviert
(Fox et al., 1992; Revell et al., 1993). Das ist darauf zurlickzuftihren, dass durch eine hohe
Protonenkonzentration in der L6sung die ionischen Wechselwirkungen des Propeptids mit der
Umgebung des aktiven Zentrums gelockert wird. Auf3erdem wird die Konformation der a-
Helices des Propeptids gedndert (Maubach et al., 1997). Wenn sich die Protease ohne Hilfe
eines anderen Enzyms durch Autolyse des Propeptids aktiviert, wird von einem
intramol ekularen Prozess gesprochen (Groves et al., 1996).



Einleitung 6

cathepsin B-like
cathepsin L-like subfamily
subfamily
Giardia B Strongyloides B

Cryptosporidium L bleomycin-hydrolase Toxoplasma B~ H. contortus B
Trypanosoma L subfamily Trypanasoma B Oﬂ:maglm B
Leishmania L Leishmania B~ Trichuris B
Naegeleria L Schistosoma B~ C. elegans B
Trichomonas L Fasciola B O, volvulus C
Flasmodium L 'ERFNIN' ‘accluding Ancylostoma B Schistosoma C
Entamoeba L motif loop' Necator B O. volvulus X
Theileria L / Ascaris B C. elegans X
Dictyostelium L papain-family

Paragonimus L (family C1)

Spirometra L

Schistosorna L

Fasciola L ¢ s

Strongyloides L calpain-like

H. contortus L (family C2)

Brugia L C———"> 5 mansoni calpain

Toxocara L §. japonicum calpain
Ancylostoma L C. elegans calpain

Ascaris L L. major calpain

Hetevodera L

Globodera L

C. elegans L

Boophilus L

Dermatophagus L

Euroglyphus L

legumain-like
(family C13)

S.mansoni asparaginyl endopeptidase
. japoniciim asparaginyl endopeptidase

F hepatica asparaginyl endopeptidase
1] C. elegans asparaginyl endopeptidase
viral proteases L. mexicana transamidase
F falciparum transamidase

T: brucei transamidase
C. elegans transamidase

vital proteases

Abb. 1-3: Klassfizierung der Cysteinproteasen-Superfamilie. Die Untertellung erfolgt  nach
Sequenzhomologien. Aus Sgjid (2001).

Cysteinpeptidasen des CA-Klans sind in allen biologischen Systemen wie Viren, Prokaryoten
und im Tier- und Pflanzenreich zu finden. In keimenden Samen werden Cysteinproteasen
genutzt, um Speicherproteine bei Abbruch der Dormanz zu mobilisieren (Schlereth et al.,
2001).
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Abb. 1-4: Vergleich der Prosegmente von Cathepsin L und B. Die Lokalisation des ERFNIN-Motivsist mit
einem Stern gekennzeichnet. Der ,, verschlief3ende Loop® ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Abbildung aus
Coulombe (1996).

Cathepsin B-dhnlichen Enzymen wird eine wichtige Rolle bei bestimmten Krebsarten wie
Brust- oder Prostatakrebs zugeschrieben. In den malignen Zellen konnte eine signifikant
verminderte Konzentration von Cysteinproteaseinhibitoren beobachtet werden und eine
Uberexpression von Cathepsin B (Nomura and Katanuma, 2005). Das Ungleichgewicht von
Proteasen und ihren Inhibitoren fordert das invasive Wachstum der Tumorzellen und somit
die Metastasierung (Nomura and Katanuma, 2005). Daher kann man diese Enzyme als
Marker zur Friherkennung bdsartiger Tumore verwenden.

Cysteinproteasen spielen wahrend des normalen Lebenszyklus eine wichtige Rolle. Die
Kontrolle der Enzymaktivitét muss gewdhrleistet sein, damit es nicht zu unkontrolliertem
Proteinabbau kommt.

1.4. Cysteinproteasen parasitérer Organismen

Die Mehrheit der parasitéren Cysteinproteasen gehdrt zur C1-Familie. Ihre Mitglieder werden
entweder in intrazelluldre Kompartimente transportiert (Cathepsin B, C, H, K, L und S), oder
sie werden sekretiert und besitzen zusétzlich das sog. Prepeptid. Die meisten parasitéren
Cysteinproteasen sind bel einem neutralen oder leicht alkalischen pH-Wert aktiv und haben
einen extrazelluldren Wirkort. Dort helfen sie dem Parasiten in das Wirtsgewebe
einzudringen, Abwehrenzyme zu hydrolysieren und Né&hrstoffe zu mobilisieren. Dieser
Prozess hat viele Gemeinsamkeiten mit der Tumorzellinvasion.

Mehrere parasitisch lebende prokayotische sowie eukaryotische Organismen sekretieren
Cysteinproteasen wéahrend der Interaktion. Unter diesen befinden sich Trypanosoma cruz
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(Reis et al., 2006), Entamoeba (Makioka et al., 2005; Moncada et al., 2006), Leishmania
tropica (Mahmoudzadeh-Niknam and McKerrow, 2004) sowie der parasitéare Kartoffelkafer.
Seine Larven wachsen langsamer auf Kartoffelpflanzen, die einen Proteaseinhibitor aus
Podisus maculiventis exprimieren (Michaud et al., 1993; Visal et al., 1998; Varez-Alfageme
et al., 2007). Die Antisense-Inhibition der Cysteinprotease 5 von Entamoeba histolytica
verhindert die Degradierung der Magen-Darm-Schleimhaut und somit die Zerstérung des
Darmepithels.

Alle Befunde kennzeichnen die Relevanz der Enzyme von vielen parasitisch |ebenden
Organismen fur die Interaktion mit kompatiblen Wirten.

Daher sollte die Bedeutung der von M. Albert (2005) identifizierten Protease aus Cuscuta fur
die Infektion eines kompatiblen Wirts untersucht werden. Als Inhibitor der Cysteinprotease

wurde ihr eigenes Propeptid verwendet.
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15. Zideder Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die entdeckte Cysteinprotease von Cuscuta reflexa

isoliert und biochemisch charakterisiert werden.

Des Weiteren sollte die inhibitorische Wirkung (Ki-Wert) des Propeptids in Bezug auf die
verwandte Protease und auf weitere pflanzliche Cysteinproteasen bestimmt werden. Alle
kinetischen Analysen sollten mit Casein als Substrat durchgefihrt werden, an das ein
Fluorogen kovalent gebunden ist.

Abschliel3end sollte im  Laborversuch untersucht werden, ob das Propeptid as

Pflanzenschutzmittel zur Bekdmpfung von Cuscuta-Befall eingesetzt werden kann.
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2. Material und Methoden

2.1. Arbeiten mit Bakterien

2.1.1. Escherichiacoli

2.1.1.1. Anzucht von Escherichia coli

Die Bakterienzellen wurden entweder aus einer Dauerkultur oder von einer Agarplatte in 3 ml
flissiges LB-Medium Uberimpft. Die Selektion zur Gewinnung von bestimmten Klonen
beruhte auf Antibiotika Resistenzen, welche auf den rekombinanten Plasmiden lokalisiert
waren. Normalerweise waren dies Ampicillin in einer Konzentration von 50 pg/ml oder
Kanamycin in einer Konzentration von 100 pg/ml.

Die Bakterienkulturen wurden tber Nacht bel 37 °C und bei 225 rpm inkubiert.

LB-Medium nach Luria-Bertani: 10,0 g Trypton
5,0 g NaCl
5,0 g Hefeextrakt
ad 1 H2Oigest, pH 7,5 mit HCI

2.1.2. Isolation von Plasmid-DNA ausE. coli

Die Zellen wurden durch akalische Hydrolyse aufgeschlossen. Aus dem Lysat lief3en sich die
bakterielle genomische DNA sowie Proteine selektiv durch Erniedrigung des pH-Wertes
ausfallen, so dass im Uberstand nur die Plasmid-DNA verblieb. Es wurden ca. 1 ml Zellen
einer Bakterienkultur mit einem Volumen von 3 ml, die Uber Nacht bei 37 °C gewachsen
waren, entnommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation
fir 30 sec bei einer Geschwindigkeit von 13.000 rpm. Der Uberstand wurde dekantiert, und
die Zellen wurden in 300 pl Puffer P1 aufgenommen und resuspendiert. Danach wurden
300 pl Puffer P2 appliziert, und die Suspension durch mehrmaliges Invertieren gemischt. Die
Probe wurde fir 5 min bel Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul Puffer P3
erfolgte erneutes Mischen durch Invertieren. Die Probe wurde fir 5 min auf Eis inkubiert. Es

folgte eine Zentrifugation fur 20 min bel 13.000 rpm. Nach diesem Schritt wurde 600 pl des
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Uberstands abgenommen. Hier war es wichtig nicht das Pellet, das aus genomischer DNA und
ausgefillten Proteinen bestand, zu stéren. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB
iiberfiihrt, in welchem sich 700 pl Isopropanol befand. Es wurde durch Invertieren gemischt
und anschlieBend flir 15 min bei einer Geschwindigkeit von 13.000 rpm zentrifugiert. Es
folgte ein Waschschritt mit 1 ml 70 %igem Ethanol. Darauthin wurden die Plasmide bei 37 °C
getrocknet und in 30 ul H,O resuspendiert. Die Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren

Verwendung bei 4 °C gelagert.

P1 (Resuspensionspuffer): 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNaseA

P2 (Lysepufter): 200 mM NaOH
1 % SDS

P3 (Neutralisationspuffer): 3 M Kaliumacetat, pH 5,5

2.1.2.1. Transformation von E. coli

Zur Transformation wurden die Kulturen XL1blue (Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB lacl q ZAM15 Tnl0 (Tetr)]) und DH5a (Genotyp: F-
deoR recAl endAl hsdR1(rk- mk+) supE44 1-thi gyrA96 relAl) verwendet. Die kompetenten
Zellen wurden bei -80 °C gelagert und zur Vorbereitung der Aufnahme der DNA auf Eis
aufgetaut. Danach wurde die DNA appliziert. Die Zellen verblieben fiir weitere 30 min auf
Eis. AnschlieBend wurden sie fiir 30 sec in ein Wasserbad gehalten, das auf 42 °C temperiert
war. Dann wurden sie weitere 2 min auf Eis gelagert. Es folgte die Applikation von 300 pl
S.0.C. Medium. Die Zellen wurden fiir 1 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. Nach dieser Zeit
wurden sie bei einer Geschwindigkeit von 3.000 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde bis auf einen Rest verworfen. In diesem Restiiberstand wurden die Zellen resuspendiert
und auf Agarplatten, welche das entsprechende Antibiotikum enthielten, ausplattiert. Die
Platten wurden bei 37 °C iiber Nacht inkubiert. Die Kolonien, die sich am ndchsten Tag
gebildet hatten, wurden in LB-Medium iiberfiihrt.
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SOC-Medium: 2 % Trypton
0,5 % Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCl,
10 mM MgSOq
20 mM Glucose
pH 7,0

2.1.2.2. Herstellung von Dauer kulturen

Zur Herstellung von Dauerkulturen wurde Glycerin verwendet (Endkonzentration: 20 %). Die

Kulturen wurden bel -80 °C gelagert.

2.1.3. Uberexpression von Proteinen in E. coli

Eine Ubernachtkultur mit Zellen, die mit dem Vektor pET/Dest42 transformiert waren, wurde
zur Inokulation des LB-Mediums benutzt. Der Vektor enthielt entweder das Propeptid oder
das reife Enzym. Das Verhaltnis von Ubernachtkultur zu Medium berug 1:100. Die Zellen
wurden bei 37 °C inkubiert, bis das Medium eine optische Dichte von 0,6-0,8 erreicht hatte.
Danach wurde IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogal actopyranosid) mit einer Endkonzentration von
1 mM appliziert. Anschlief3end wurden die Zellen fir weitere 4 h inkubiert. Die Expression
wurde mittels SDS-Gel el ektrophorese Uberprift.

2.1.4. Agrobakterium tumefaciens

2.1.4.1. Anzucht von Agrobakterium tumefaciens GV3101

Fur die stabile Transformation von Tabakpflanzen wurde der Stamm GV3101 (Genotyp:
PMO0RK, GM®, Rif") verwendet. Die Bakterien wurden bei 28 °C kultiviert.
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2.1.4.2. Transfor mation von Agrobakterium tumefaciens

Die Zellen wurden tiefgefroren bel - 80 °C entnommen und auf Eis aufgetaut. Es wurden 50-
100 ng zu transformierende DNA zu den Zellen appliziert. Die Bakterien wurden in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Der Warmeschock fand bei 37 °C fur 5 min statt. Danach wurde 1 ml
2YT Medium hinzupipettiert. Die Zellen wurden bei 28 °C fur 2-4 h inkubiert. Anschlief3end
wurden sie fur 30 sbei 13.000 rpm zentrifugiert und in ca. 100 pl 2YT Medium resuspendiert.
Die Zellen wurden auf LB Platten, die ein geeignetes Antibiotika enthielten, ausplattiert und
fir 2 Tage bel 28 °C inkubiert.

2YT-Medium 16 g Trypton
10 g Hefeextrakt
5gNaCl

2.2. Verfahren mit Desoxyribonukleinsauren

2.2.1. Enzymatischer Abbau von DNA

Der Restriktionsabbau der DNA wurde mittels spezifischer Restriktionsenzyme vollzogen.
Die Bedingungen fur den enzymatischen Abbau wurden nach Empfehlung des Herstellers
(Fermentas) gewéhlt. Pro pg eingesetzter DNA-Menge wurde 1U des entsprechenden
Enzyms eingesetzt und bel empfohlener Temperatur inkubiert. Die Inkubationsdauer betrug

normalerweise 1,5 h.

2.2.2. Auftrennung von DNA-Molektlen im Agar osegel

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte durch die Retention in einem Agarosegel.
Standardméssig wurde eine 1%ige Agarose/ TAE-L6sung benutzt. Die Agarose wurde zuvor
durch Erhitzen in 1fachem TAE-Puffer geltst. Als Puffersystem fungierte 1facher TAE-
Puffer. Die elektrophoretische Auftrennung wurde bel einer Spannung von 5-10 Volt/cm
vollzogen. Zum Vergleich der Molekulgrofien wurde parallel ein Standard mit Fragmenten
definierter Grofse (Hyperladder 1, Bioline) aufgetrennt. Durch zugesetztes Ethidiumbromid im
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Agarosegel (0,05 pg/ml) konnte die DNA mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden (LTF
L abortechnik).

50 x TAE-Puffer: 242 Tris
57,1 ml Essigsaure (99 %)
100 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0

2.2.3. Herstellung einer genspezifischen digoxygeninmarkierten Sonde

Durch die Herstellung einer digoxygeninmarkierten Sonde konnten RNA-Fragmente auf einer
Membran nachgewiesen werden. Das Prinzip beruht auf dem Einbau von
digoxygeninmarkiertem Uracil-Triphosphat (DIG-UTP) in das PCR-Produkt. Die Sonde
wurde exakt nach dem Protokoll der Firma Roche synthetisiert. Es wurden zwel PCR-Ansétze
pipettiert, wobel der erste Ansatz digoxygeninmarkiertem Uracil enthielt und der zweite nicht.
Beim Einbau der markierten Nukleotide sollte das Fragment bel gleicher Stromstéarke und
gleicher elektrophoretischer Auftrennungsstrecke etwas langsamer laufen. Durch die kovalent
an die Sonde gebundenen Digoxygeninmolekile ist die Sonde sperriger und zeigt im Gel ein
verandertes Laufverhalten gegeniber der unmarkierten Sonde. Der Ansatz wurde nach
folgendem Schema pipettiert.

Reaktionsansatz zur Herstellung DIG
markierter cDNA Sonden (50 pl): 5 ul 10 x PCR-Puffer
1 pl dNTPs (10 mM)
5pl 0,1 mM DIG-11-UTP (1:10)
1,0 pl sense Primer (RNAI foru) 10 pmol/ul
1,0 pl antisense Primer (RNAI revu) 10 pmol/ul
1,0 pl Template (PlasmidlGsung, 1:10)
1,0 pl Tag-Polymerase (1 U/ul)
35 Ml H2Opigest.
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Die cDNA wurde nach folgendem Protokoll vervielféltigt:

Startdenaturierung: 95 °C 5min

Denaturierung: 95 °C 30 sec

Primer Annealing: Tm-4°C 30sec 25 Zyklen
Elongation 72 °C 1 min pro 1k bp
Endsynthese: 72 °C 5min

2.2.4. Verwendung des GATEWAY ™-Systems zur Klonierung von DNA-Fragmenten

Dieses System basiert auf Rekombination der DNA in den Vektor anstelle eines
Restriktionsabbaus und Ligation. Die Schliissel-DNA-Rekombinationssequenzen (att-sites),
sowie die Proteine, die die Rekombination antreiben, sind Bestandteil des GATEWAY ™-
Klonierungssystems (Landy, 1989).

Die GATEWAY ™-Reaktion besteht aus zwei Reaktionen:

e Herstellung des Zugangsklons durch die BP-Reaktion

In diesem Schritt wird ein Vektor hergestellt der als Ausgangspunkt zur Klonierung
des Wunschgens in verschiedene Expressionsvektoren dient (siehe Abb. 2-1)

negativ Probe
Kontrolle
attB PCR-Produkt 40-100 fmol 1-4pl 1-4ul
Zugangsvektor, 150 ng/ul 1l 1l
BP Reaktionspuffer (5x) 2ul 2ul
BP Clonase-Mix 2 Ul

TE, 10 mM TrisHCI, pH 7,5, 1 mM EDTA ad 10 pl ad 10 pl
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Abb. 2-1: Schema Uber die Verwendungsmdglichkeiten des Zugangsklons (Entry clone). Aus
https://catal og.invitrogen.com/index.cfm.

e Herstellung des "Expression Clones" durch die LR-Reaktion
Nach dem der Entry vector hergestellt wurde, kann mit Hilfe des L R-Clonase-Enzyme
mix der Expressionsvektor hergestellt werden.

negativ Probe
Kontrolle
Zugangsklon, 50 - 150 ng/reaction 1-4ul 1-4pl
Zielvektor, 150 ng/Reaktion 1 1
LR Reaktionspuffer (5x) 2ul 2ul
LR Clonase-Mix 2 Ul
TE, 10 mM TrigHCl, pH 7,5, 1 mM EDTA ad 10 pl ad 10 pl

Die Reaktionsmischung wurde bis auf den entsprechenden Klonase-Mix in einem 1,5 ml
Reaktionsgefald auf Eis vorgelegt. Danach wurde die bei -80 °C eingefrorene Enzymmischung
fur 2 min auf Eis aufgetaut. 2 pl wurden sodann zum Reaktionsansatz pipettiert, gemischt und
kurz zentrifugiert. Die Rekombination der DNA fand tiber Nacht bei 25 °C statt.

2.3. Verfahren mit Ribonukleinsauren
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2.3.1. Isolation von mMRNA/Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe

Die RNA-Isolation erfolgte mittels des RNAeasy Plant Mini Kit (Quiagen). Es wurde genau
nach dem Protokoll des Herstellers vorgegangen. Die RNA wurde im letzten Schritt in 30 pl
DEPC-Wasser aufgenommen.

2.3.2. Auftrennen von RNA mittels Gelelektrophorese

Zum Uberprifen der photometrischen Daten der RNA-Proben wurde die RNA in einem
1%igen, denaturierendem MEN-Agarosegel (Formaldehydhaltig) aufgetrennt. Dazu wurden je
Probe 1 pg Gesamt-RNA mit DEPC-Wasser und RNA-Ladungspuffer auf ein gleiches
Volumen gebracht und 10 min bei 65°C denaturiert. Nachdem die Proben 2 min auf Eis
geklhlt waren, wurden sie auf das Gel aufgetragen und bei 70 V in 1 x MEN-Puffer
aufgetrennt. Im RNA-Ladungspuffer befand sich Ethidiumbromid, das in die RNA
interkalierte und nach Anregung durch UV-Licht hell geférbte Banden sichtbar machte. Die
Analyse der Daten erfolgte mittels eines ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech).
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RNA-Ladungspuffer 0,72 ml Formamid
0,16 ml 10 x MEN
0,26 ml 37 % Formamid
0,10 ml 80 % Glycerin
0,18 ml bidest. Wasser
0,08 ml 2 % Bromphenolblau
3 ul 1 % Ethidiumbromid-Losung

10 x MEN-Puffer: 0,2 M Morpholinopropansulfonséure
0,00 M EDTA
0,05 M Natriumacetat
MEN-Agarosege!: 0,5gAgarose (ICN)

42,5 ml bidest. Wasser, wurde zusammen in der
Mikrowelle aufgekocht, bis die Agarose vollstandig
gel6st war; nach Abkihlung auf ca. 50 — 60 °C wurde
zugegeben:

5ml 10 x MEN

2,7 ml 37 % Formaldehyd

2.3.3. Transfer von RNA auf eine Nylonmembran

Das Transferieren von RNA aus einem Gel auf eine Nylonmembran wird als "Nothernblot"
bezeichnet. Uber Kapillarkrafte wird die RNA auf die Nylonmembran (Nytran, Schieicher
und Schull oder Hybond-N, Amersham Life Science) Ubertragen. Nach Abschluss der
elektrophoretischen Auftrennung der RNA, wird das Gel luftblasenfrei auf die zuvor in
10fachem SSC getrankte Membran gelegt. Unter die Membran wurden saugféhige Tucher
gelegt mit einer Starke von ca. 20cm. Der Kontakt von Puffer zu Ge wurde durch
Whatmanpapier hergestellt (3MM). Danach wurden die Rander mit Plastikfolie abgedichtet.
Der Transfer erfolgte Uber Nacht. Im Anschluss wurde die Membran durch UV-Licht fixiert
(Bio-Link® BLX, LTF Labortechnik). Die Energie betrug 120 mJoules.

10 x SSC-Puffer: 1,5M NaCl
0,15 M Na-Citrat, pH 7,5
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2.3.4. Northern-Hybridisierung

Nach der Immobilisierung der RNAs auf der Membran mittels UV-Bestrahlung (Bio-Link®
BLX, LTF Labortechnik) wurde die Membran in ein 40 ml Reaktionsgefal tberfihrt. Danach
wurden 10ml DIG Easy Hyb (Roche, Schweiz, Basel) Ldsung appliziert. Die
Préhybridisierung fand im Inkubator bei 42 °C fir 2 h statt. Die DIG markierte Sonde wurde
in ein 1,5 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt, in welches zuvor 100 ul DIG Easy Hyb vorgelegt
wurde. Das Gemisch wurde bei 95 °C fir 10 min denaturiert und anschlief3end fur 2 min auf
Eis inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe der Sonde. Die Inkubation der Membran mit der
Sonde erfolgte Uber Nacht bel 42 °C. Darauf folgend wurde die Membran mit Waschldsung A
bei Raumtemperatur 2ma fir 15 min gewaschen. Es folgte ein Waschschritt unter
stringenteren  Bedingungen mit Waschlosung B bei 62 °C und anschliefend eine
Aquilibrierung der Membran in DIG-Waschpuffer fiir 5 min. Die Membran wurde danach in
20 ml DIG-Blockierungspuffer bel Raumtemperatur blockiert. Der DIG Antikorper (Roche,
Schweiz, Basel) wurde fir 5 min bel 13.000 rpm zentrifugiert, von der Oberflache 1 pl
abgenommen und in 10 ml DIG-Blockierungspuffer pipettiert. Die Membran wurde fir 1 hin
der Antikorperlosung inkubiert. Danach wurde sie vorsichtig aus dem Reaktionsgeféal
entnommen und 2 mal 15 min in DIG-Waschpuffer gewaschen. Zur indirekten Detektion der
Transkripte auf der Membran wurde CDP-Star verwendet. Nach Spaltung des Substrates
emittierte das Produkt Fluoreszenz. Die Visualisierung und Auswertung erfolgte mittels
digitaler Geldokumentation (ChemiDoc ™ XRS-System, Bio-Rad).

Waschldsung A 2x SSC

0,1 % SDS
Waschldsung B 0,5x SSC

0,1 % SDS
DIG-Waschpuffer 0,1 M Maeinsaure

0,15 M NaCl

0,3 % Tween 20

Blockierungspuffer
DIG-Detektionspuffer

1:10 DIG-Waschpuffer
0,1 M Trig/HCI pH 9,5
0,1 M NaCl
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2.3.5. Synthese von Erststrang-cDNA

Zur Herstellung der Erststrang-cDNA aus Gesamt-RNA mittels RT-PCR wurden ,, Ready-To-
Go First-Strand beads*® (Amersham, Pharmacia Biotech) verwendet. Das Hersteller-Protokoll
wurde exakt befolgt. Fur die Synthese wurden 2 pg Gesamt-RNA eingesetzt. Als Primer
dienten in jedem Fall der 3'CDS- und der SMARTIIA-Oligo-Primer (Clontech). Der 3’CDS-
Primer besteht aus einer Oligo-dT-Sequenz von ca. 30 Basen am 3'-Ende und einer
Nukleotidsequenz von 25 Basen am 5°-Ende zur Amplifikation der cDNA.

2.4. Verfahren mit Polypeptiden

2.4.1. Auftrennung von Proteingemischen im Polyacrylamid-Gel

Zur Auftrennung der Proteine wird standardméldig die SDS-Polyacrylamid-Gelel ektrophorese
(SDS-PAGE) verwendet. Mit dieser Methode lassen sich Proteine nach ihrem
Molekulargewicht auftrennen. Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein anionisches Detergenz, das
sich an die Proteine bindet. Je grofRer ein Protein ist, desto mehr SDS kann sich binden. Das
Polyacrylamid dient im polymerisierten Zustand als Sieb. Je kleiner die Molektile sind, desto
schneller wandern diese durch das el ektrische Feld.

Trenngel Sammelgel
Acrylamid-Stammldsung 10 mi 1,33 ml
4 x Trenngel-Puffer 7,5ml
4 x Sammel gel-Puffer 25ml
10 % SDS 0,3ml 0,1ml
H.O 12,16 ml 6 ml
1 % Bromphenolblau Sul
TEMED 10 pl 5ul

40 % APS 0,38 ml 12,5 pl
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Acrylamid-Stamml 6sung Rotiphorese 40 (29:1): 40 % Acrylamid-Bisacrylamid
Acrylamid : Bisacrylamid = 29:1
4 x Trenngel puffer 1,5M TrigHCI, pH 8,8
4 x Sammelgel puffer 0,5M Trig/HCl, pH 6,8
10 % SDS 10 % (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in H,O
TEMED N, N, N', N' Tetramethyl&thylendiamin
Bromphenolblaul 6sung 1 % Bromphenolblau in 10 mM Trig/HCI, pH 8,0
10 % (w/v) Ammoniumperoxydisulfat in H,O
Elektrodenpuffer 0,025 M Tris
0,192 M Glycin
0,1 % SDS
Farbel 6sung 1,5 g Coomassie Blue R-250
500 ml Methanol
100 ml Essigsaure
H,O ad 1l
Entféarber 30 % Methanol

10 % Essigsaure
H-,O ad 1l

2.4.2. Bestimmung des Gesamtproteingehalts

Die Proteinbestimmung wurde mittels Roti®-Nanoquant durchgefiihrt. Es wurde das vom
Hersteller beschriebene Protokoll eingehalten (Carl Roth GmbH + CO. KG).

2.4.3. Transfer von Proteinen auf eine Nylonmembran

Als Westernblot oder auch Immunoblot bezeichnet man das Ubertragen von Proteinen auf
eine Tragermatrix. Die zuvor durch ein SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
wurden Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes elektrisches Feld auf ene
Nitrocellulosemembran transferiert. Die immobilisierten Proteine wurden durch den
spezifischen "priméren” Antikorper detektiert. Der erste Antikdrper wurde durch den
"sekundéren" Antikorper erkannt. An diesen war eine alkalische Phosphatase gekoppelt, die
das Substrat CDP-Star spaltete. Das Spaltprodukt chemielumineszierte und konnte detektiert

werden.
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Der Zusammenbau des Blots erfolgte luftblasenfrei und von der Kathodenseite beginnend.
Zunéchst wurden zwei Whatman Filterpapiere mit etwas Puffer getrankt und Gibereinander auf
ein Schwammchen gelegt. Danach wurden das Gel und die Membran auf die Filterpapiere
gelegt und mit zwel weiteren Filterpapieren bedeckt. Der Transfer erfolgte bei 80 V fir 2 h.

Transferpuffer: 10 mM CAPS/NaOH pH 11
10 % Methanol

2.4.4. Western-Hybridisierung

Nach dem Transfer erfolgte eine 45minttige Inkubation in Blocklosung. Danach wurde die
Membran 1 h mit dem ersten Antikorper inkubiert. Sie wurde 3 x 10 min in der Waschl6sung
gebadet, um dann mit dem zweiten Antikorper inkubiert zu werden. Nachfolgend wurde sie
mit Assay B 2 x 5 min inkubiert und anschlief3end flach auf eine Unterlage gelegt und mit
etwas Nitroblock betreufelt. Dies diente zur Verstérkung der Signale. Danach wurde die
Membran erneut fir 2 x 5 min in Assay B gebadet, mit Substratlésung befeuchtet und
luftblasenfrel in Folie eingeschlagen. Die Visualisierung und Auswertung erfolgte mittels
digitaler Geldokumentation (ChemiDoc ™ XRS-System, Bio-Rad).
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10 x PBS: 82,3 g NaxPO4

23,5 g NaH,PO,4

40 g NaCl

ad H,O 1
Waschldsung: 1xPBS

0,5 % Tween 20
Blockl6sung: Waschldsung

5 % Magermilchpulver

Priméarer Antikorper 1: 500 in Blockldsung
Sekundérer Antikorper 1 : 30000 in BlocklGsung
10 x Assay B 200 mM Tris/HCI, pH 9,8
20 mM MgCl;
Nitroblock-Ldsung 2 ml Nitroblock (Tropix), 1:20 in Assay B
Substratl6sung 1:50inAssay B

2.4.5. Elektrodution

Die Proteine wurden el ektrophoretisch aufgetrennt. Anschlief3end wurden die ersten 2 Spuren
von dem Gel abgeschnitten und einer Coomassie-Farbung unterzogen und wieder entfarbt.
Danach wurden die Spuren neben das nicht gefarbte Gel gelegt. Das gewiinschte Protein
wurde sauber mit einem Skalpell ausgeschnitten.

Die in E. Coli Uberexprimierte Cysteinprotease wurde mittels Gelelution isoliert. Bei dieser
Methode werden Proteine, welche zuvor elektrophoretisch in einem Gel aufgetrennt wurden,
mittels eines elektrischen Feldes eluiert. Der Aufbau der Elutrap (Schleicher & Schuell)
gestaltet sich wie in Abb. 2-2 gezeigt. Die Elutionskammer besteht aus einer BT1-Membran
und einer BT2-Membran. Die BT1-Membran hat eine Ausschlussgrofe von 3 kDa, die BT2
Membran ist permeabel fir nahezu alle Substanzen. Die Elektrophorese wurde in einem 40
mM Tris/Borat-Puffer Uber Nacht vollzogen. Die Spannung betrug 80 Volt. Nach ca. 12
Stunden wurde umgepolt und eine Spannung von 200 Volt angelegt. Die Dauer betrug 20
Sekunden. Danach konnten die Proteine aus der Elutionskammer entnommen werden. Das
Volumen entsprach normalerweise 500 pl. Die Uberprifung der Elution wurde mittels einer
SDS-PAGE unternommen.



Materia und Methoden 24

N L
/0O IS AN

Abb. 2-2: Schema der Elutrap.

2.4.6. Entfernen von SDS ausder Probe nach Hender son (1979)

Da die Proteine mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt wurden und sich nach der Gelelution
noch SDS in der Probe befand, musste dies wegen seiner denaturierenden Wirkung entfernt
werden. Bei dieser Methode wird SDS mit Aceton aus der Probe entfernt (Henderson et al.,
1979). Die Probe von 500 pl wurde 20:1 mit dem Losungsmittel verdinnt und for 2 h im
Kuhlschrank inkubiert. Danach wurde sie fur 10 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Das
Losungsmittel wurde durch Dekantieren entfernt. Die Probe wurde mit Aceton gewaschen.

Danach wurde das Aceton durch Ausdampfen entfernt.

organisches L dsungsmittel Aceton (90 Telle)
Triethanolamin (5 Teile)

Essigsdure (5 Teile)

2.4.7. Aktivierung der Cysteinprotease (Cuscuin) nach Tobbell et al. (2002)

Die Methode nach Tobbell wurde in leicht abgewandelter Form verwendet (Tobbell et al.,
2002). Nach vollstéandiger Entfernung von Natriumdodecylsulfat und Aceton wurde die Probe
in 100 pl 40 mM Trig/Borat, pH 8,4, aufgenommen. Danach wurde sie tropfenweise in einem
Verhdltnis von 200:1 in den Aktivierungspuffer gegeben. Dies entsprach enem
Puffervolumen von 20 ml. Die Probe wurde tiber Nacht bel 4 °C inkubiert und am néchsten
Tag fur 2 h einer Elektroelution unterzogen. Dazu wurden 20 ml des Aktivierungspuffers in
die Elutionskammer gegeben, und die Proteine wurden bei einer konstanten Spannung von
200V eluiert. Anschlief3end wurde die Spannung fur 20 sek umgepolt. Zum Schluss wurde
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die proteinenthaltende Losung der Kammer entnommen und bis zum weiteren Gebrauch bel
-20 °C gelagert.

Aktivierungspuffer 40 mM Tris/Borat, pH 8,4
50 % Glycerin
3 mM Glutathion (reduziert)

2.4.8. Isolierung des Propeptids mittelsBD TALON™ Metal affinty Resin

Da sich ein Grofdteil der Propeptid-Molekile in Einschlusskdrperchen (inclusion bodies)
befand, musste die Aufreinigung unter denaturierenden Bedingungen erfolgen. Dazu wurden
die Zellen, die sich in 100 ml LB-Medium befanden, 4 h nach der Inkubation mit 1 mM IPTG
abzentrifugiert, in 3 ml Denaturierungspuffer aufgenommen und mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Danach wurden sie fur 10 min bel 13.000 rpm zentrifugiert, und der
Uberstand wurde in ein 13 ml ReaktionsgefaR iberfihrt.

BD TALON Resin wurde sorgféltig resuspendiert und 0,5 ml der Suspension entnommen.
Dann wurde das Harz bei 700 rpm fiir 2 min zentrifugiert. Der daraus resultierende Uberstand
wurde verworfen. Das Harz wurde vorsichtig in 5 ml Equilibrierungspuffer resuspendiert und
erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde nochmals verworfen, und der Waschschritt wurde
wiederholt. Anschlief?end wurden die resuspendierten Proteine zum Harz hinzupipettiert. Die
Bindung der Proteine erfolgte tUber Nacht bel 4 °C. Dann wurde die Probe fur 5 min bel 700
rom zentrifugiert, und der Uberstand wurde verworfen. Das Harz wurde in 5 ml
Equilibrierungspuffer appliziert. Es folgte eine Zentrifugation. Der Uberstand wurde erneut
verworfen. Zur Elution der gebundenen Proteine wurde 1 ml des Elutionspuffers
hinzupipettiert. Die Suspension wurde danach gemischt und kurz bei 14.000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand, in dem sich das polyhistidinmarkierte Protein befand, wurde vorsichtig
abgenommen. Um den Harnstoff aus der Probe zu entfernen, wurde gegen 40 mM Tris/Borat,
pH 8,5, dialysiert.
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Equilibrierungspuffer/Waschpuffer: 50 mM Natrium-Phosphat, pH 8,5
4 M Urea
300 mM NaCl

Elutionspuffer 45 mM Natrium-Phosphat, pH 8,5
4 M Urea
270 mM NaCl
150 mM Imidazol

2.5. Pflanzenmaterial/Anzucht/Verwendung

2.5.1. Anzucht von Cuscuta reflexa

Cuscuta reflexa wurde ausschliefdlich vegetativ auf Coleus blumei kultiviert. Im Gewéachshaus
war der Tag-/Nachtrhythmus 16/8 h. Die Temperaturen betrugen 18 - 22°C. Die
Luftfeuchtigkeit war auf 60 - 70 % eingestellt.

2.5.2. Anzucht von Nicotiana tabacum var. Samsun NN (SNN)

Die Pflanzen wurden nach der Keimung pikiert und unter gleichen Anzuchtbedingungen wie
Cuscuta angezogen. Fur die Infektionsversuche wurden 5 - 6 Wochen ate Tabakpflanzen

verwendet.

2.5.3. Infektion der Wirtspflanzen

Zur Infektion der Wirtspflanze mit Cuscuta reflexa wurden ca. 20 cm lange Sprosse des
Parasiten von der "Kultivierungspflanze" Coleus blumel entfernt und um Pflanzstocke
gewunden, so dass die natlrliche Orientierung (gegen den Uhrzeigersinn) beibehalten wurde.
Sie wurden fur einen Tag kultiviert und anschlief?end um den Wirt gewickelt. Dies wird im

Welteren als Infektionsbeginn bezeichnet.
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2.5.4. Probennahme zur Gewinnung von Gesamt-RNA aus Cuscuta reflexa

Sprosse von Cuscuta, die drei Tage nach Infektionsbeginn Haustorien gebildet hatten, wurden
vorsichtig mit einer Rasierklinge von der Wirtspflanze entfernt und von Sprossgewebe befreit.

Danach wurden die Proben in fllissigem Stickstoff bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren.

2.6. Transformation von Nicotiana tabacum var. Samsun NN (SNN) nach Hor sch (1985)

Diese Methode erlaubt die stabile Transformation von Blattscheiben und wurde von Horsch
entwickelt (Horsch et al., 1985). Die transformierten Agrobakterien-Zellen wurden Uber
Nacht bel 28-30 °C in 4 ml 2YT Medium angezogen. 1 ml der Kultur wurde verwendet, um
50 ml 2YT zu inokulieren. Nach einer Inkubationszeit von 24-36 h wurde die ODggo auf 1,0
mit 2Y T (ohne Antibiotika) eingestellt. Das Endvolumen betrug 200 ml. Tabakscheiben von 6
Wochen alten Tabakbl&ttern wurden mit einem Korkbohrer @ 0,8 cm ausgestanzt und in einer
2 %igen Natriumhypochlorid-L6sung fur 5 min sterilisiert. Dann wurden sie 4mal in sterilem
Wasser gewaschen. Das Volumen betrug ca. 250 ml. Anschlief3end wurden sie fir 5 min in
die Agrobakteriensuspension tberfihrt und leicht geschwenkt. Danach wurden die Zellen mit
sterilen Tilchern trockengetupft und auf sog. Co-Kultivierungsplatten transferiert. Diese
Platten enthalten keine Antibiotika, hier konnen gleichermal3en Bakterien sowie
Pflanzenzellen gedeihen. Nach zwei bis drel Tagen wurden die Blattscheiben auf
Selektionsplatten Uberfuhrt und for zwel Tage inkubiert. Die Inkubation fand in einer
Klimakammer statt, in der ene Luftfeuchtigkeit von ca. 50% herrschte. Der
Tag/Nachtrhythmus betrug 16/8h.
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Co-Kultivierungsmedium:

Selektionsmedium:

Bewurzelungsmedium:

1 x MS (Murashige & Skoge) Mikro- und Makroelemente
3 % Sucrose

0,8 % Pflanzenagar

pH 5,8 mit KOH einstellen

nach dem Autoklavieren wird hinzugefiigt:

1 mg/l 6-Benzylaminopurin (BAP)

0,1 mg/l 1-Naphthylessigsdure (NAA)

wie Co-Kultivierungsmedium jedoch mit Antibiotika
250 mg/1 Carbenicillin
50 mg/l Hygromycin B

alle Bestandteile des Selektionsmediums bis auf die

Phytohormone

2.7. Charakterisierung der Cysteinprotease

Alle Charakterisierungen wurden mit FTC-Casein (Pierce) unternommen. Hierbei handelt es

sich um Casein, das mit einem groBen molaren Uberschuss an Fluoresceinisothiocyanat (FTC)

markiert wurde. Die Fluoreszenz wird durch die FTC- Molekiile, die im Verhiltnis 3:1 an ein

Caseinmolekiil gebunden sind, emittiert. Durch Fluoreszenzresonanzenergietransfer (FRET)

wird diese geldscht, so lange sich die FTC Molekiile in einer zu geringen Entfernung

voneinander befinden (10-100 A) (Betts et al., 2003). Sobald die Molekiile gespalten werden

und sich der Abstand der FTC Molekiile vergroBert, nimmt die Intensitdt des emittierten

Lichts mit der Inkubationszeit zu (Abb. 2-3).
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Abb. 2-3: QuantiCleave™ Fluoreszenz Protease Assay. Der Abbau von mit Fluoreszein markiertem Casein in
kleinere Fragmente ergibt eine messbare Anderung der Fluoreszenz. Aus Instructions QuantiCleave™
Fluorescent Protease Assay Kit.

2.7.1. Messungen mit FTC-Casein

2.7.1.1. Kontinuierliche M essungen mit dem Fluorimeter

Zur kontinuierlichen Messung mit dem Fluorimeter wurde eine bestimmte Menge des
Inhibitors und/oder des jeweiligen Enzyms vorgelegt. Zum Starten der Reaktion wurde dann
das FTC-Casein hinzupipettiert. Die Reaktion wurde Uber einen definierten Zeitraum

gemessen. Dieser betrug normalerweise 5 oder 20 min.

2.7.1.2. Diskontinuierliche M essung mit dem Fluorimeter

In saurem Milieu (unter pH ~5,5) fluoreszieren die FTC-Molekile kaum. Um trotzdem die
Aktivitét einer Protease in saurem Milieu bestimmen zu kdnnen, findet die Reaktion bei dem
gewdhlten pH-Wert statt. Das noch vorhandene Casein wird ausgeféllt, die Spaltprodukte
verbleiben im Uberstand und kénnen nach Umpuffern der Losung fluorimetrisch vermessen
werden (Twining, 1984). Das Reaktionsvolumen betrug 500 pl. Die Inkubation dauerte 30
min. Danach wurde 100 % TCA appliziert und gemischt. Die Probe wurde fir 1 h bel
Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end erfolgte eine Zentrifugation fur 10 min bel
13.000 rpm. 100 pl des Uberstandes wurden abgenommen und in 500 pl 0,5 M Tris/HCI pH

9.0 Uberfuhrt. Diese L6sung wurde im Fluorimeter vermessen.
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2.7.2. Bestimmung von K ,-Werten

Die Kn-Werte wurde durch Anfertigung eines Hanes-Woolf-Diagramms bestimmt. Hierbel
wird [§)/v ([§] = Substratkonzentration als, v = Geschwindigkeit) gegen [S] aufgetragen. Der
Vortell gegeniber einer Lineweaver-Burk-Auftragung ist, dass es be geringen
Substratkonzentrationen nicht zu Ubermafdigen Abweichungen durch Pipettierfehler kommen
kann. Der Schnittpunkt mit der X-Achse entspricht dem negativen K-Wert. Der Anstieg der
Regressionsgeraden betragt 1/V ma, der Schnittpunkt mit der Y-Achse entspricht Kp/V max-

2.7.3. Bestimmung von K;-Werten

Zur Bestimmung der Ki-Werte wurde die Methode nach Dixon verwendet (Dixon, 1953).
Wenn 1/v gegen die Inhibitorkonzentration bel konstanter Substratkonzentration aufgetragen
wird, entsteht eine Gerade. Wenn dies fir mindestens 2 Substratkonzentrationen durchgefhrt
wird, kreuzen sich beide Linien links der Y-Achse. Dieser Schnittpunkt gibt den negativen K;-

Wert an und kann von der X-Achse abgelesen werden.

2.8. Applikation des Propeptids auf die Wirtspflanze

Studien zur Interaktion von Cuscuta reflexa mit dem kompatiblen Wirt Nicotiana tabacum
wurden in Bezug auf das Propeptid unternommen. Die Wirtspflanzen wurden wie unter 2.5.
beschrieben kultiviert. Etwa 6 Wochen nach Aussaat des Wirts wurde der Parasit um den Wirt
gewunden und 2mal taglich mit dem Propeptid behandelt. Die Konzentration des Propeptids
betrug 100 pg/ml. Nach 7 Tagen wurden die Haustorien, die sich entwickelt hatten, gezahit.
Zudem wurde mit einer Federwaage die Kraft gemessen, mit der sich die Haustorien an die
Pflanze geheftet hatten. Dazu wurde ein Draht an der Federwaage angebracht und in das letzte
Haustorium gefadelt. Nun wurde langsam die Kraft erhéht und deren Wert beim Austritt des
Haustoriums aus der Pflanze notiert. Diese Methode ist bereits in der Dissertation von Markus
Albert (2005) beschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression einer Cysteinprotease wahrend der I nteraktion

Die Untersuchungen von Markus Albert (2005) haben gezeigt, dass Cuscuta reflexa wahrend
des Befdls eines potentiellen Wirts Proteine exprimiert, die eine erfolgreiche Infiltration
fordern. Unter den lytischen Enzymen befinden sich eine Pektinase, eine Aldolase, eine ATP-
abhangige-Protease sowie eine Cysteinprotease, die im Weiteren Cuscuin genannt wird. Um
die Expression von Cuscuin zu verifizieren, wurde aus Cuscuta reflexa die gesamte RNA
isoliert und auf eine Nylonmembran transferiert. Anschlief3end wurde die mRNA von Cuscuin
mittels einer genspezifischen Sonde detektiert (Abb. 3-1). Die RNA stammte aus
Sprossgewebe mit entwickelten und ohne entwickelte Haustorien.

Haustorien

- Cuscuin

—

Abb. 3-1: Agarosegel (unten) und Northern-Blot (oben) von Cuscuta reflexa RNA zur Identifizierung eines
Cuscuin kodierenden Transkripts. Eine Tabakpflanze wurde am Spross mit Cuscuta reflexa infiziert. Drel Tage
nach der Infektion wurde die RNA aus dem Gewebe isoliert. Die NC-Membran wurde mit einer spezifischen
Sonde hybridisiert, die das Cuscuin-Aktivzentrum kodiert. Die Ethidiumbromid-Fluoreszenz der Proben im
Agarosegel zeigt eine gleichméaliig Ubertragene RNA-Menge.

Das Ergebnis zeigte, dass drei Tage nach der Infektion des kompatiblen Wirts Nicotiana
tabacum ene massive Anreicherung der mMmRNA der betreffenden Cysteinprotease
stattgefunden hatte. Die Sonde wurde mit Primern hergestellt, die die kodierende
Nukleotidsequenz des aktiven Zentrums amplifizieren.
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3.1.1. Vergleichende Analyse der Nucleotid- und der Aminosiuresequenz der Protease

Die vollstéandige cDNA wurde in silico in die Proteasesequenz (s. Anhang) Ubersetzt (Abb. 3-
2) und mit schon bekannten Sequenzen verglichen (www.nchi.nim.nih.gov/blast). Dabel
wurde eine Sequenzhomologie von 86 % zu einer papaindhnlichen Cysteinprotease aus
Ipomea batatas (Sulkartoffel) gefunden. Cysteinproteasen werden as sogenannte Zymogene
trandatiert und bestehen aus 3 Tellen, dem Pre- oder Signalpeptid, dem Pro- oder
Aktivierungspeptid und der reifen Doméne. Das Prepeptid, das a's Lokalisationssignal dient,
wird mit einer Wahrscheinlichkeit von 99,9 % an der Stelle SSS-DD zwischen Serin und
Aspartat gespalten (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Abb. 3-2). Des Weiteren ist das
Prepeptid ein Signalpeptid, das mit 98,2%iger Wahrscheinlichkeit Gber einen sekretorischen
Weg aus der Zelle transportiert wird. Das Propeptid enthalt das sog. ERFNIN-Motiv, wobei
die letzten beiden Aminosauren oft davon abweichen (Karrer et al., 1993). Dieses Motiv
wurde zuerst bei Procathepsin-L entdeckt und dient der Stabilisierung des Propeptids wéahrend
der Interaktion mit dem reifen Enzym. Bei papaindhnlichen Familien sind 2 Strukturmotive
des Propeptids zu finden (Coulombe et al., 1996b). Das bestimmte, relative Molekulargewicht
des Propeptids war ca. 11,7 kDa und das der Cysteinprotease lag be 24,8 kDa
(http://www.expasy.org/tool s/peptide-mass.html).

SSSDDI LI RQVVGDDGAL L SDDHQFTVFKKRFGKAYA
SEEEHDYRFSVFKVNVRL AKQHQQL DPSAVRGVTRFSDL TPSEFKRNFL GLNRRL RFPADAQT
APTL PTDDLPSDFDWRDHGAV TAVKNQGSCGSCWSFSTTGAL EGANFLATGKL VSL SEQQLVD
CDHECDPEEAGSCDSGCNGGL MTSAFEYTL KAGGL MREEDYPYTGNDAQVCNFDKTKI AAKVA
NFSVVSLDEDQ AANLVKNGPLAVAI NAVFMITYAGGVSCPY! CSKRLDHGVLLVGYGSAGYA
PVRAKEKPYWW/I KNSWGEQWGEKGYYKI CRGSNVCGVDSMVSTVAAVSTNSE

Abb. 3-2: Sequenz von Cuscuin. Die griine Sequenz gibt das Prepeptid an, die rote das Propeptid und die blaue
das reife Enzym. Das wahrscheinliche Spaltungsmotiv ist kursiv und unterstrichen dargestellt. Das sog.
ERFNIN-Motiv befindet sich im Propeptid (schwarz und unterstrichen).

3.1.2. In silico berechnetes 3D-M odell von Cuscuin

Durch die Berechnung tber Swissmodel ist es moglich, 3D-Strukturen von Enzymen zu
berechnen und die Struktur falls moglich mit schon kristallisierten Proteinen zu vergleichen
(Abb. 3-3). Hier wird deutlich, dass die Struktur der Protease der von Procathepsin L @hnlich
ist. Die Gruppe der procathepsin-L-dhnlichen Enzyme stellt nahezu die grofdte Gruppe der
parasitéren Cysteinproteasen dar (Sgjid and McKerrow, 2002).
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Das ERFNIN-Motiv befindet sich in der zweiten Helix des Propeptids und dient der
Stabilisierung. Der sogenannte Protein-Bindungs-Loop (PBL) ist ene der beiden
Kontaktstellen des Propeptids mit dem Enzym. Dieser Loop wird Uber hydrostatische
Wechselwirkungen an das Enzym gebunden. Die andere Kontaktstelle ist die Peptidkette, die
durch das aktive Zentrum fuhrt und die eigentliche inhibitorische Arbeit leistet.

N-Terminus

ERFNIN

Abb. 3-3: Durch Swissmodel berechnete 3D-Struktur von Cuscuin. Der rote Teil des Stabmodells stellt das
Propeptid dar und der griine das Enzym. Das ERFNIN-Motiv befindet sich in der zweiten Helix vom N-
Terminus aus gesehen. Der Protein-Bindungs-Loop (PBL), welcher mit dem Enzym interagiert, befindet sich im
nachfolgenden 3-Faltblatt. Das aktive Zentrum ist rechts dargestellt. Die Aminoséuren des aktiven Zentrums sind
mit den Einbuchstabencodes gekennzeichnet: C: Cystein, H: Histidin, N: Asparagin. Die Abbildung wurde mit
povray erstellt (http://www.povray.org/).

3.2. Expression und Isolation von Cuscuin

3.2.1. Expression von Cuscuin

Die Protease wurde in E. coli exprimiert. Der codierende Bereich wurde unter Zuhilfenahme
des GATEWAY ™-Systems (Invitrogen) in den Expressionsvektor pETDEST42
rekombiniert und stand unter der Kontrolle eines Lactose induzierbaren Promoters. Durch
die Zugabe des Lactose-Analogons IPTG (Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid) wurde die
Transkription aktiviert. In Abb. 3-4 sind Proteinbanden mit den entsprechenden
Molekulargewichten von Cuscuin und dem Propeptid zu sehen.
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CP1; 6xHIS-tag
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Abb. 3-4: Coomassie gefarbtes, diskontinuierliches SDS-Gel und Westernblot von E. coli Extrakten mit Cuscuin
und seinem Aktivierungspeptid. Der Stern zeigt die Proteinbande des exprimierten Cuscuin und der ausgefilite
Stern die Proteinbande des exprimierten Propeptids. Die Farbung des Westernblots erfolgte mit spezifischen
Antikdrpern gegen Oligohistidin.

Durch die Aminoséuren der flankierenden att-site zwischen der Cysteinprotease und dem His-
tag der codierenden Sequenz entstand ein Produkt, dessen relatives Molekulargewicht um

rund 1100 Daton grofer as erwartet war. Entsprechend war die Retentionszeit im
diskontinuerlichen SDS-Gel kirzer, as dies theoretisch der Fall sein sollte.

3.2.2. Isolation von Cuscuin

Die Cuscuin-Bande wurde aus dem Gel eluiert. Das Propeptid wurde mithilfe einer Nickel-
Chelat-Matrix isoliert (sehe Material & Methoden). Auf den Abbildungen 3-5 a, b sind
Banden mit den entsprechenden Molekulargewichten der isolierten Peptide zu erkennen.
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Abb. 3-5: Coomassie gefirbte, diskontinuierliche SDS-Gele mit dem durch Nickelaffinitdtschromatographie
gereinigten Propeptid (A) und der reifen Cysteinprotease Cuscuin (B), die durch SDS-PAGE von
kontaminierenden Proteinen befreit und nach Elektroelution und Entfernung von SDS gefaltet wurde.

3.3. Charakterisierung von Cuscuin

Zuerst wurden der optimale pH-Wert und die Temperatur bestimmt. AnschlieBend die
Wechselzahl, sowie der K- und der K;-Wert. Alle zur Charakterisierung des Cuscuins im

Fluorimeter durchgefiihrten Experimente wurden mit FTC-Casein vollzogen.

3.3.1. Messungen mit Cuscuin

Bei kontinuierlichen Messungen, die mit Cuscuin erfolgten, wurde das Edukt zum Starten der
Reaktion in die Messkiivette gegeben. Nach Zugabe von Casein stieg die Fluoreszenz in den
ersten 3 - 4 Minuten stark an (Abb. 3-6). Dies war nicht allein auf die Aktivitit der Protease
zurlickzufiihren, sondern auch auf die an das Casein gekoppelten Fluorophore. Eine geringe
Entfernung der Fluorophore voneinander (10-100 A) resultierte in einer geringeren Emission
von Fluoreszenz, da die emittierte Fluoreszenz geloscht wird (Betts et al., 2003). Nach dem
Uberfithren von FTC-Casein in die Messkiivette verteilten sich die Molekiile gleichmiBig. In

den ersten Minuten war deshalb ein starker Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten.
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Abb. 3-6: Spatung von 1,2puM FTC-markiertes Casein durch 8,7nM Cuscuin. Die Messung der
Fluroeszenzintensitét erfolgtein 40 mM Tris/HCI pH 7,5 bei 30 °C.

Der Leerwert (Kontrollmessungen ohne Enzym zur Abschédtzung der Hintergrundfluoreszenz)
diente dazu, die Zunahme der Fluoreszenzintensitét gegen die Zunahme der Intensitét durch
die Hydrolyse des Caseins zu ermitteln und zu korrigieren. Ein standardisiertes Verfahren
zum Umgang mit Cuscuin wurde eingesetzt. Die gesamte Messung dauerte insgesamt 20 min.
Die Hydrolysegeschwindigkeit von Cuscuin, angezeigt durch den Anstieg der
Fluoreszenzintensitét, wurde in dem Zeitinterval nach 15 bis 18 min bestimmt und gegen den
Leerwert korrigiert (Abb. 3-7). Bel allen Messungen mit Cuscuin wurde eine Konzentration
von 8,7 nM Enzym eingesetzt.

= |_eerwert
= M essung
— Linear (Messung)
— Linear (Leerwert)

relative Fluor eszenz

Zeit [min]

Abb. 3-7: Linearitét des Fluoreszenzanstiegs 15 bis 18 min nach Zugabe von 8,7 nM Cuscuin zu 1,2 puM FTC-
markiertes Casein. Die Reaktionsbedingungen entsprechen denen von Abb. 3-6. Aus den Steigungen von Probe
(R? = 0.9676) und Leerwert (R* = 0.8859) wurde die Hydroysegeschwindigkeit berechnet.
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3.3.2. Bestimmung der optimalen Reaktionsparameter

3.3.2.1. Bestimmung des optimalen pH-Wertes

Der optimale pH-Wert wurde aus dem Mittelwert von zwei Messungen bestimmt. Das pH-
Optimum betrug 7,5 (Abb.3-8). Die gewahlte Reaktionstemperatur belief sich auf 37 °C, da
eine bereits charakterisierte Cysteinprotease aus dem parasitéren Organismus Tryponosoma
cruz hier das Temperaturoptimum hat.
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Abb. 3-8: pH-Optimum von Cuscuin aus Cuscuta reflexa. 8,7 nM Cuscuin und 0,8 pM FTC-Casein wurden in
40 mM MES-Puffer pH 5,5 - 6,5 40 mM TrisHCI-Puffer pH 7.0-8.4 bel 37 °C inkubiert. Die Steigung nach 15
bis 18 min wurde zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit verwendet.

3.3.2.2. Bestimmung der optimalen Temperatur

Die optimale Temperatur wurde durch den Mittelwert von zwel Messungen bestimmt (Abb.
3-9). Sie lag bei 30°C und somit 7°C unter der von Trypanosoma. Die Differenz ist

wahrscheinlich auf unterschiedlichen Wirt und Lebensraum der Organismen zuriickzuf Uhren.
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Abb. 3-9: Temperatur-Optimum von Cuscuin aus Cuscuta reflexa. 8,7 nM Cuscuin und 0,8 pM FTC-Casein
wurden in 40 mM Tris/HCI-Puffer pH 7.5 bei 37 °C inkubiert. Die Steigung nach 15 bis 18 min wurde zur
Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit verwendet.

3.3.3. Bestimmung der Wechselzahl

Die Wechselzahl gibt an, wieviele Peptidbindungen in einer Sekunde von einem Molekdl
Cuscuin hydrolysiert werden. Die Fluoreszenz nimmt linear mit steigender Konzentration von
FTC zu (Abb. 3-10). Dadurch konnte die Wechsel zahl per Dreisatz bestimmt werden.

350 - 250
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= | —FTC12uM = 5
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Abb. 3-10: Eichreihe zur Bestimmung des Umsatzes oder auch der Wechselzahl von Cuscuin. Die relative
Fluoreszenz wurde im Fuorimeter fir 5 min gemessen. Danach wurde der Wert, welcher nach 3 min gemessen
wurde, gegen die eingesetzte Konzentration aufgetragen.
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Es wurde die Fluoreszenzintensitét nach 18 min fir den Leerwert und die Messung ermittelt
(Gleichung 1). Die in einer Sekunde verbrauchte Substratmenge konnte nun bestimmt werden
(Gleichung 2/3). Die Konzentration an umgesetztem Casein wurde durch die in der Reaktion
eingesetzten Enzymmolekile geteilt, um die Anzahl der gespaltenen Peptidverbindungen pro
Sekunde zu erhalten (Gleichung 4).

175,758695 £ 0,8 uM

177,637958 2 X pM (Gleichung 1)
X =0,808845131 — 0,8 = 0,008845131 M (Gleichung 2)
(0,008845131 / 18) / 60 = 8,19E-06 UM (Gleichung 3)
8,19 x 10° pM/s/ 8,7 x 10°uM = 0,94137186/s (Gleichung 4)

Diese Bestimmung wurde bel einer Substratkonzentration von 0,8 uM dreima wiederholt.
Die Konzentration von Cuscuin betrug stets 8,7 x 10° uM. Die ermittelten Werte sind in
Tabelle 3-1 zusammengefasst. Die  Wechselzahl hat enen  Wet  von
1,2207 Peptidbindungen/Sekunde.

Tab. 3-1: Ermittelte Wechsel zahlen fur Cuscuin (8,7 nM) bei der Hydrolyse von FTC-Casein
FTC-Casein [uM] Wechselzahl [1/g]

0,8 (1) 1,984165362
08 (2) 0,736683935
0,8 (3) 0,94137186

Standardabweichung 0,550707152

3.3.4. Bestimmung des K ,-Wertes nach Hanes-W oolf

Bel der Lineweaver-Burk-Auftragung ergibt sich das Problem, dass kleine Fehler in der
Geschwindigkeit der Reaktion [V] bel geringen Substratkonzentrationen [S] eine grof3e
Abweichung ergeben. Darum wurde zur Bestimmung das Verfahren nach Hanes-Woolf
angewendet.

Bel dieser Auftragungsmethode geben Fehler in [S]/V ene bessere Anndherung in V.
Aufgrund einer unverfaschten Spreizung der Messpunkte entlang der [S]-Achse wird das

Ergebnis durch einzelne Ausrei3er prinzipiell weniger verfélscht.
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Abb. 3-11: Bestimmung des K -Werts von Cuscuin nach Hanes-Woolf. 8,7 nM Cuscuinin 40 mM Tris-HCI pH
7,5 wurden mit 0,8 uM, 1,2 uM, 1,6 uM, 2,0 uM und 2,4 pM FTC-Casein bei 30 °C inkubiert. Der relative
Fluoreszenzanstieg wurde zwischen 15-18 min nach Zugabe des Enzyms ermittelt.

Der Anstieg der Regressionsgeraden betrug 1/Vinx. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse
entsprach Kn/V max. Der K-Wert betrug unter diesen Bedingungen 1,42 uM (Abb. 3-11).

3.3.5. Bestimmung der K;-Werte von Cuscuin und anderen Cysteinproteasen

3.3.5.1. Bestimmung desK;-Wertesvon Cuscuin

Der Ki-Wert ist eine Zerfalskonstante, die das reversible Gleichgewicht zwischen einem
Enzym-Inhibitor-Komplex und den freien Bindungspartnern widerspiegelt. Der Ki-Wert ist
ein wichtiges Mittel, um Enzymaffinitéten und Inhibitorstérken miteinander vergleichen zu
konnen, da keine Konzentrationsabhangigkeit besteht.
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Abb. 3-12: Bestimmung des K;-Wertes von Cuscuin aus Cuscuta reflexa und seinem Propeptid nach der
methode von Dixon. Es wurde standardméfdig 8,7 pM Cuscuin eingesetzt. Der ermittelte Ki-Wert betrug
0,12 nM. Die Bestimmung wurde bei einem pH-Wert von 7,5 (40 mM Tris-HCI) und einer Temperatur von
30 °C durchgefihrt.

Der Ki-Wert fur Cuscuin betrug 0,12 nM, die Vergleichswerte flr Papain von Papaya carica
und Bromelain von Ananas comosus 16 nM bzw. 26 nM (Daten nicht gezeigt). Im Falle von
Papain musste eine 133fach erhthte Konzentration des Inhibitors appliziert werden, um das
Enzym in der gleichen Weise zu hemmen wie Cuscuin. Bei Bromelain musste die

Konzentration um das 216fache erhoht werden.

3.4. Wirkung des Propeptids auf Papain, Bromelain und Trypsin

Die Wirkung des Inhibitors auf andere Proteasen wurde weiterhin getestet, um die
Anwendbarkeit des Aktivierungspeptids im therapeutischen Bereich oder im Pflanzenschutz
ndher zu charakterisieren zu konnen. Dies waren zum einen die pflanzlichen Cysteinproteasen
Papain und Bromelain und die Serinprotease Trypsin. Da Trypsin aus einer anderen Familie
proteolytischer Enzyme stammt, sollte das Propeptid nicht auf dieses ansprechen. Deshalb
diente dieser Versuchsansatz hauptsachlich als Kontrolle. Bel vielen Cysteinproteasen konnte
nur eine schwache Inhibition durch Propeptide bel niedrigem pH-Werten, also im sauren
Milieu, beobachtet werden. Deshalb sollte auch bestimmt werden, ob eine inhibitorische
Wirkung des Peptids bei einem niedrigen pH-Wert gegeben ist. Die Untersuchungen fanden
bei optimalen Bedingungen fir die jeweilige Protease statt. Diese hatten bel Bromelain und
Papain einen pH-Wert von 6,25 und eine Temperatur von 25 °C. Zudem wurde ein pH-Wert
von 4,5 fur beide Proteasen gewahlt (Abb. 3-13). Fur Trypsin wurde ein pH-Wert von 8,0
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bzw. 6,0 gewahlt, da bei einem pH-Wert von 4,5 keine proteolytische Aktivitdt nachgewiesen
werden konnte (Abb. 3-14).

5,
4,
2,
0- -

Pap 6,5 PapPro 6,5 Pap 4,5 PapPro 4,5 Brom 6,5 BromPro6,5 Brom4,5 BromPro 4,5

Abb. 3-13: Inhibierende Wirkung des Cuscuin-Aktivierungspeptids auf Papain und Bromelain. Die
Aktivitdtsmessung wurde, wie in Abb. 3-6 beschrieben, bel einem pH-Wert von 8,3 durchgefiihrt. Die grinen
Balken stehen fur die Versuchsansdtze ohne das Propeptid unter dem gewahlten pH-Wert. Die roten Balken
stehen fir die Versuchsansétze mit dem Propeptid unter dem gewéahlten pH Wert. Es wurden jeweils 44 nM der
jeweiligen Protease und 125 nM des Propeptids eingesetzt. Die Konzentration des Substrats belief sich auf 0,8
pUM. Die Standardabweichung wurde aus drel unabhdngigen Messungen bestimmit.

relative Fluoreszenz
w
Il

In den einzelnen Versuchsansdtzen spiegelte sich das Bild wieder, das schon bel anderen
Cysteinproteasen beobachtet werden konnte: eine starke Inhibition bei einem fast neutralen
pH-Wert und eine stark abgeschwéachte Inhibition in einem stark sauren Milieu. Dieses
Verhalten wurde durch die héhere Protonenkonzentration verursacht, bel der durch Umladung
vermutlich die elektrostatische Wechselwirkung des Peptids mit dem Enzym verhindert
wurde. Wahrscheinlich wurde bei diesem pH auch bereits das Peptid abgebaut und damit der
inhibitorische Faktor inaktiviert. Auch wenn die Aktivitét der beiden Cysteinproteasen bel
einem pH-Wert von 4,5 stark reduziert war, war dies nicht auf die Anwesenheit des Inhibitors
zurickzufuhren. Bromelain hatte sogar bei pH 4,5 eine hohere proteolytische Aktivitét,
obwohl das Peptid sich in dem Reaktionsgemisch befand.
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Abb. 3-14: Inhibierende Wirkung des Cuscuin-Aktivierungspeptids auf bovines Trypsin. Die Aktivitésmessung
wurde, wie in Abb. 3-6 beschrieben, bei einem pH-Wert von 8,3 durchgefiihrt. Die griinen Balken stehen fir die
Versuchsansétze ohne das Propeptid unter dem gewdhlten pH-Wert. Die roten Balken stehen fir die
Versuchsansétze mit dem Propeptid unter dem gewdahlten pH-Wert. Es wurden jeweils 44 nM Trypsin eingesetzt
und 125 nM des Propeptids. Die Konzentration des Substrats belief sich auf 0,8 pM. Die Standardabweichung
wurde aus drei unabhangigen Messungen bestimmt.

3.5. Einsatz des Propeptids als Pflanzenschutzmittel

Um die Wirksamkeit des Propeptids a's Pflanzenschutzmittel in vivo zu bestimmen, wurden
Tabakpflanzen als kompatible Wirte eingesetzt. Fir den Laborversuch wurden insgesamt 58
Cuscuta reflexa Pflanzen verwendet. Die Pflanzensprosse wurden mit C. reflexa bestiickt,
nachdem diese zuvor fur eine Nacht um Pflanzstocke gewickelt wurden, um ihre natirliche
Windung zu erhalten. 29 der 58 Pflanzen wurden mit dem Propeptid behandelt. Der
Versuchszeitraum belief sich auf 7 Tage, in denen die Pflanzen taglich zweimal mit der
Peptidlésung behandelt wurden. Die Entwicklung des Parasiten wurde téglich dokumentiert
und fotografiert. Abb. 3-15 zeigt die Ergebnisse einen Tag nach dem Start der Infektion bis
zum Versuchende.
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Abb. 3-15: Entwicklung der Parasiten, die Uber den siebentdgigen Zeitraum dem Inhibitor ausgesetzt waren
(+ Inhibitor), und der Parasiten, die als Kontrollen dienten und unbehandelt blieben (- Inhibitor)
H Prahaustorien; " keine Haustorien; ll Haustorien; ll Anhaftung; Bl keine Anhaftung.

Auf der Abbildung ist zu erkennen, dass die meisten Parasiten Uber Nacht Pr&haustorien
gebildet hatten. Diestraf auf die behandelten a's auch auf die unbehandelten Pflanzen zu. Fast
ale Pflanzen bildeten am zweiten Tag Haustorien. Wie aus Abb., 3-16 ersichtlich, infizierten
die Parasiten, welche Uber den siebentdgigen Zeitraum der Behandlung mit dem Inhibitor
ausgesetzt waren, weniger erfolgreich den Wirt as die Kontrollpflanzen. Insgesamt bildeten
21 von 28 Parasiten, die mit dem Propeptid behandelt wurden, Haustorien und 26 Parasiten,
die nicht mit dem Propeptid behandelt wurden, Haustorien. Von den 21 behandelten
Haustorienbildnern befielen 12 erfolgreich den Wirt (P=0,01412). Von den 26
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unbehandelten Haustorienbildnern befielen 19 erfolgreich den Wirt (P = 0,033895). Die p-
Werte wurden mittels des McNemar-Tests bestimmt.
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Abb. 3-16: Wirkung des Cuscuin-Aktivierungspeptids auf haustorielle Bereiche von Cuscuta reflexa wahrend
des Befalls des kompatiblen Wirts Nicotiana tabacum (SNN). Der Inhibitor wurde mit einer Sprihflasche
aufgetragen. Die Anzahl der Wirtspflanzen betrug insgesamt 58. 7 Tage nach der Infektion fand die Auswertung
statt. Inhibitor: insgesamt 21 Haustorien bildende Parasiten, davon 12 Haustorien angewachsen; Kontrolle:
insgesamt 26 Haustorien bildende Parasiten, davon 19 Haustorien angewachsen.

Durch die Behandlung mit dem Propeptid wiesen einige Parasiten einen eher , kranklichen®
Phanotyp auf (Abb.3-17, 3-18). Nach dem 7. Tag wurde die Anheftungskraft jedes einzelnen
Individuums mit einer Federwaage mechanisch bestimmt. Dies diente dazu, die relative
Anheftungskréfte von behandelten und unbehandelten Pflanzen zu bestimmen.

Die Daten lief3en den Schluss zu, dass die ermittelten relativen Anheftungskréfte keine
Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Pflanzen zeigten. Jedoch ist zu
bemerken, dass die Anheftungskréfte mit den Phanotypen korrelierten. Zum Teil lagen die
Anheftungskréfte einer Cuscuta Pflanze mit einem ,,ungesunden” Phanotyp erheblich unter
denen einer ,,gesunden” Pflanze. Deshalb wurden die Pflanzen in zwei Gruppen eingeteilt.
Zum einen in Individuen, bel denen stérkere Kréfte als 1,5 N bendtigt wurden, um den
Parasiten vom Wirt zu 16sen und zum anderen in Pflanzen, bei denen Kréfte unter 1,5 N

ausreichend waren, um sie vom Wirt zu entfernen (Abb. 3-19).
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Abb. 3-17: Cuscuta reflexa wahrend der Interaktion mit Nicotiana tabacum. a Cuscuta reflexa an einem
unbehandelten Spross. b, ¢: Cuscuta reflexa an einem mit Cuscuin-Aktivierungspeptid bespriihten Spross.

Abb. 3-18: Cuscuta reflexa-Sprosse wahrend der Interaktion mit Cuscuin-AKktivierungspeptid behandeltem
Nicotiana tabacum nach 7 Tagen. a: Aufnahme der Interaktion vor der Messung der Anheftungskraft; b: nach der
Messung der Anheftungskraft. Diese betrug hier unter 1,5 N.
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Abb. 3-19: Inhibitorischer Effekt des Cuscuin-Aktivierungspeptids auf die relativen Anheftungskraft von
Cuscuta reflexa. Die Anheftungskraft wurde mit einem Kraftmesser mechanisch bestimmt. Die Messungen
wurden in Kolonnen unterteilt, bel denen die Kraft unter 1,5 N bzw. tiber 1,5 N betrug.

Die Auszéhlung der Individuen und die Zuteilung zu den beiden Gruppen (Anheftungskraft
<15N und >15N) zeigte interessanterweise, dass bel der Hélfte der mit PeptidlGsung
behandelten Pflanzen eine Anheftungskraft von unter 1,5 Newton gemessen wurde. Es konnte
ein hochsignifikanter Unterschied der 16 unbehandelten Pflanzen mit einer Anheftungskraft
von Uber 1,5 N zu den behandelten 6 Pflanzen erfasst werden (P =0,00853). Be den
unbehandelten Pflanzen dagegen lagen die Anheftungskréfte lediglich bei 4 der 21 Individuen
unter 15N (P=0,00643) (Abb. 3-20). Die p-Werte wurden mittels des McNemar-Tests
bestimmt.
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Abb. 3-20: Anzahl der Individuen mit einer Anheftungskraft tiber und unter 1,5 N. Angewachsene Individuen
insgesamt: +Inhibitor: 12; -Inhibitor: 19. +Inhibitor < 1,5 N: 6; +Inhibitor > 1,5 N: 6; -Inhibitor < 1,5 N: 4;
-Inhibitor > 1,5 N: 15.

3.5.1. Behandlung von Cuscuta japonica mit dem Propeptid

Eine chinesische Ulme (Ulmus parvifolia), die mit Cuscuta japonica befalen war, wurde mit
der Propeptidldsung behandelt (Abb. 3-21). Die Behandlung verlief Gber 10 Tage und war
effektiv. Das Peptid wurde auf die Haustorien und auf den gesamten Parasiten gespriht. Die
Behandlung wurde 2mal am Tag wiederholt. Dadurch konnte der Befall anderer Teile der
Pflanze vermieden und die Zufuhr von Nahrstoffen unterbrochen werden. Der Parasit |10ste
sich nach dieser Zeit vom Wirt. Das zerstorte Gewebe ist in Abb. 3-22 gezeigt.



Ergebnisse 48

Abb. 3-22: Nach 10tagiger Behandlung mit Cuscuin-Aktivierungspeptid ist der Parasit abgefallen. Die Narben,
die durch das Eindringen der Haustorien entstanden sind, sind deutlich zu erkennen.

3.6. Konstitutive Expression des Propeptidsin Tabak

3.6.1. Integration der codierenden Sequenz des Propeptidsin das Genom von Nicotiana
tabacum mittels agrobakterieller Transformation

Um die Integration des Inhibitors in das Genom der Transformanten zu tberprifen, wurde die
DNA isoliert. Die PCR wurde mit genspezifischen Primern fir das Propeptid vollzogen. Als
Kontrolle diente hier der Expressionsvektor, der zur Transformation der Pflanzen verwendet

wurde. Auf der Abbildung 3-23 ist zu erkennen, dass die fir das Propeptid codierende
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Sequenz nicht in alen Pflanzen nachweisbar war. Moéglicherweise ist die unterschiedliche
Intensitét der Banden auf eine doppelte oder mehrfache Integration des Peptids in das Genom
der Pflanze zurtckzufthren.

LA
&
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600 bp——>
400 bp——p

200 bp—

Abb. 3-23: Polymerase-Ketten-Reaktion zum Nachweis der Integration des Propeptids in das Genom. Die
Reaktion wurde unter Standardbedingungen mit genspezifischen Primern durchgefiihrt. Beschreibung: positiv:
Amplifikation der codierenden Sequenz des Propeptids aus pDonr/Zeo, T1-T4: Nachweis des Propeptids aus den
transformierten Tabakpflanzen.

Obwohl die codierende Sequenz des Propeptids in das Genom von Nicotiana tabacum
aufgenommen worden zu sein scheint, waren die transformierten Pflanzen nicht vor dem
Befall von Cuscuta geschiitzt (Ergebnisse nicht gezeigt).
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4. Diskussion

4.1. Expression einer Cysteinprotease wahrend der Wirt-Parasit-Interaktion

Cuscuin wird ausschliefdlich wahrend der Bildung von Haustorien exprimiert. Dies bestétigen
die vorangegangen Studien von Markus Albert. Die erste Barriere fir eine erfolgreiche
Interaktion des kompatiblen Wirts ist die Zellwand. Dadurch werden einige Fragen
aufgeworfen: Ist die Expression der Protease von extrazelluldren oder von intrazelluldren
Signalen abhangig? Warum beginnt die Transkription der Protease sofort nach der Anheftung,
obwohl die Zellwand noch nicht durchdrungen ist?

Der gesamte Ablauf der Bildung der Haustorien ist letztendlich unabhéngig vom Wirt und
verlauft vollig autonom (Dawson et al., 1994). Es konnte beobachtet werden, dass Cuscuta
auch Haustorien bildet, wenn der Parasit um totes Material wie z. B. ein Kabel oder ein
Pflanzsttckchen gewickelt wird. Es wére aul3ergewohnlich, dass ale Proteine zur Bildung der
Haustorien exprimiert werden, jedoch dieses Enzym nicht. Wahrscheinlicher ist es, dass alle
Enzyme in einem “ Paket* exprimiert werden.

Cysteinproteasen haben zumeist ein breites Substratspektrum und dienen dazu,
Speicherproteine zu mobilisieren und Proteine in den Lysosomen abzubauen (Ishii, 1994;
Hara-Nishimura et al., 1993). Cysteinproteasen werden von parasitierenden Organismen
wahrend der Infektion eines Wirts sekretiert, um Abwehrenzyme und Membranen des Wirts
zu hydrolysieren (Sgiid and McKerrow, 2002). Die Prozessierung der Proteine erfolgt
autokatalytisch oder durch andere Proteasen (Rowan et al., 1992; Mach et al., 1994). Falls
sich die Proteasen bei Cuscuta reflexa selbst aktivieren, ist es moglich, dass sie sich wéhrend
der Expression im Parasiten im inaktiven Zustand befinden. Beim Eintritt in das Gewebe des
Wirts werden sie dann durch einen veranderten pH-Wert aktiviert, moglicherweise beim
Durchtritt durch den Apoplasten. Es konnte gezeigt werden, dass Cathepsin B aus Ratten
durch andere Cathepsine prozessiert wird. Es ist denkbar, dass Cuscuin ebenso durch andere
Proteasen aktiviert wird. Bel dem differentiellen Durchmustern der cONA-Bank von Cuscuta
reflexa (Albert, Dissertation, 2005), das zur Entdeckung des Enzyms gefihrt hatte, konnten
jedoch keine Cysteinproteasen auf3er Cuscuin ermittelt werden. Auch Signale weiterer cDNAs

von Peptidasen anderer Familien konnten nicht beobachtet werden.
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4.2. In slico Untersuchungen zur Cysteinprotease

4.2.1. Vergleichende Analyse der Nucleotid- und Aminosaur esequenz der Protease

Die meisten intrazelluldr wirkenden Cysteinproteasen besitzen kein Signalpeptid. Sie werden
durch kovaent gebundenes Mannose-6-Phosphat von MG6P-Rezeptoren im Trans-Golgi-
Netzwerk erkannt und so in die Endosomen transportiert (Wiederanders et al., 2003).
Cysteinproteasen, die ihre Funktion aul3erhalb der Zelle haben, sind durch das Fehlen dieses
Bindungsmotivs und durch das Vorhandensein einer Signalsequenz am N-Terminus
gekennzeichnet. Sie werden Uber einen unbekannten sekretorischen Weg aus der Zelle
geschleust. Wie die Ergebnisse zeigen, besitzt auch diese Protease ein Signalpeptid zur
Sekretion. Dies ist ein sicheres Zeichen dafir, dass dieses Enzym aus der Zelle geschleust
wird, um extrazellulér tétig zu sein.

Das Propeptid hat eine Lange von 104 Aminosduren und beinhaltet das bekannte ERFNIN-
Motiv. Es weist keine weiteren Besonderheiten zu anderen Propeptiden der Cathepsin L
Familie auf.

Das eigentliche Enzym besitzt die Ublichen 5 Cysteinreste, von denen vier Uber
Disulfidbriicken die Tertiarstruktur stabilisieren. Das finfte Cystein bildet wie bei allen
Cysteinproteasen aus Cystein zusammen mit Histidin und Asparagin die katalytische Triade.
Da in der Primérstruktur das Cystein stromaufwaérts des Histidins angesiedelt ist, wird das
Enzym zum CA-Klan gezdhlt. Im Gegensatz hierzu ist im Klan CD das Histidin
stromaufwarts des Cysteins angesiedelt (s. Kapitel 1.3). Dies spricht fir die Hypothese, dass
die Cysteinproteasen mehrfach konvergent entstanden sind (Sgjid and McKerrow, 2002).

4.3. Expression und Isolation von Cuscuin

Das N-terminale Histag konnte bei Cuscuin durch einen Immunoblot nicht nachgewiesen
werden. Deshalb wurde das Protein aus einem Gel eluiert. Danach wurde das SDS aus der
Probe entfernt und Cuscuin aktiviert.

Durch korrekte Faltung ist es mdglich, dass das His-tag sich innerhalb des Proteins befindet.
Daher konnte eine Isolation auf nativem Wege nicht erzielt werden. Jedoch war sie auch auf
denaturierendem Wege nicht erfolgreich. Allerdings war eindeutig eine Bande, die der Gréle
des Enzyms entsprach, im denaturierenden SDS-Gel zu erkennen. Moéglicherweise ist ein
Fehlen des His-tags durch die rigide Behandlung des Proteins zu erklaren.
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Des Weiteren sind die erzeugten Signale, die auf die Bindung des Antikorpers an das His-Tag
zurtckzufthren sind, nur sehr schwach. Moglicherweise ist dies ebenfalls ein Grund fir das
Ausbleiben einer Detektion.

Die Ausbeute von Enzymen ist bei der Elution aus dem Gel bei weitem nicht so hoch wie bei
einer Aufreinigung mittels Affinitétschromatographie. Es war aber genug Material vorhanden,
um Studien zur Charakteriserung durchfihren zu koénnen. Das Propeptid wurde unter
denaturierenden Bedingungen Uber eine Nickel-Chelat-Matrix isoliert und nach einer Dialyse
verwendet.

4.4. Charakterisierung von Cuscuin

Die individuellen Parameter, die bestimmt wurden, sind charakteristisch fir eine parasitére
Cysteinprotease. Diese Proteasen haben ein breiteres pH-Spektrum und ein physiologisches
Temperaturoptimum (Sagjid and McKerrow, 2002). Es konnte keine Aktivitét in einem stark
sauren Millieu nachgewiesen werden. Dies wirft die Frage auf, ob andere Enzyme bel der
Aktivierung nétig sind. Fir andere Proteasen konnte dies bestétigt werden. Deshalb scheint
diese Moglichkeit nicht allzu unwahrscheinlich.

In den folgenden Absétzen wird oft der Vergleich zu der Protease Cruzipain gezogen, da dies
eine sehr gut charakterisierte Protease aus dem Organismus Trypanosoma cruz ist. Dieser
Organismus gehort zu den geiReltragenden Protozoen, kommt im Darm vieler Warmbl Giter vor
und ist Ubertréger der Chagas-Krankheit. Auch in diesem Organismus wird wahrend des
Angriffs eine Cysteinprotease (Cruzipain) exprimiert (Engel et al., 1998; Scory et al., 2007,
Troeberg et al., 1996). Diese Protease hat dhnliche Eigenschaften wie Cuscuin. Die
biochemischen Daten des Enzyms stammen aus der Enzymdatenbank BRENDA
(http://www.brenda-enzymes.info)

4.4.1. Messungen mit Cuscuin

FTC emittiert im pH-Bereich von 55 bis 6,0 nur wenig Photonen. Daher mussten
verschiedene Messmethoden angewandt werden, um eine Aussage Uber die Aktivitét der
Protease bel verschiedenen pH-Werten treffen zu kdnnen. Bel einem pH-Wert von Uber 6
Einheiten wurde kontinuierlich gemessen. Dabei wurde das FTC-Casein zum Starten der
Reaktion in die Messkiivette gegeben.
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Bel einem pH-Wert unter 6,0 wurde diskontinuierlich gemessen. Hier wurde zum Starten der
Reaktion das Enzym appliziert. Die Geschwindigkeit konnte dabei nicht bestimmt werden. Es
wurde lediglich ermittelt, ob eine Aktivitét unter den gewahlten Reaktionsparametern vorliegt.
Bel kontinuierlichen Messungen wurde lediglich der Fluoreszenzanstieg nach 15 bis 18
Minuten zur Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit benutzt. Da diese Steigung auch tber
die nachsten 30 Minuten ohne Anderungen zu beobachten war, konnte davon ausgegangen
werden, dass ein groRer Uberschuss an Substrat in der Messkiivette vorhanden war. Die

Bestimmung der Geschwindigkeit der Reaktion in diesem Zeitraum ist also zuldssig.

4.4.2. Bestimmung der optimalen Reaktionsparameter

4.4.2.1. Bestimmung des optimalen pH-Wertes

Da unterhalb eines pH-Werts von 6 keine Aktivitédt festgestellt werden konnte, wurden ale
Messungen mit der beschriebenen kontinuierlichen Methode vollfuhrt. Die Aktivitat der
Protease ist @hnlich wie bei Cruzipain aus Trypanosoma cruz (Sajid and McKerrow, 2002).
Das pH-Optimum bei diesem Enzym liegt jedoch bei 8,0 und nicht bei 7,5. Auch bei einem
pH-Wert von 4,5 ist die Protease noch minima aktiv. Procathepsin L und B, die in den
Lysosomen des Menschen aktiv sind, haben ein pH-Optimum von 6,0 und 4,5. Dieser
Unterschied in den pH-Optima ist charakteristisch fir extrazelluldr agierende
Cysteinproteasen im Vergleich zu Peptidasen aus Endosomen.

4.4.2.2. Bestimmung der Wechselzahl

Die Wechselzahl von Cuscuin betrégt 1,2207 Peptidbindungen/s fir FTC-Casein, von
Cruzipain betragt sie 4,49 Peptidbindungen/s fir Benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-aminomethyl-
coumarin. Dieses Substrat ist spezifisch fur Cruzipain. Somit kann jede Peptidbindung
waéhrend der Reaktion hydrolysiert werden. Das ist bei Casein nicht der Fall, da es sich dabei
um ein komplexes Substrat handelt. Leider wurde fur Cruzipain die Wechselzahl fir Casein
nie bestimmt, deshalb ist kein direkter Vergleich moglich. Es scheint aber so, dass Cuscuin
unter optimalen Reaktionsbedingungen eine hohere Aktivitét as Cruzipain aufweist, da die
Aktivitét fur ein unspezifisches Edukt wie Casein nur rund 4mal unter der von Cruzipain in
Verbindung mit einem spezifischen Substrat liegt. Papain hat eine Wechselzahl von
3340 Peptidbindungen/s fir die Verbindung Benzoyl-thiocarbonsaure, fur Cathepsin L betragt
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se 50 Peptidbindungen/s fur  Benzyloxycarbonyl-Phe-Arg-4-Methylcoumarin-7-amide.
Papain scheint mit 3340 hydrolysierten Peptidbindungen pro Sekunde eine Sonderstellung
einzunehmen. Aber wie es scheint sind Proteasen aus Parasiten bel weitem nicht so aktiv wie
Proteasen anderer Organismen.

4.4.2.3. Bestimmung des K ,-Wertes nach Hanes-W oolf

Zum Vergleich wurden die doppelt reziproke Auftragung nach Lineweaver-Burk und die
Methode nach Hanes-Woolf angewandt. Es wurde festgestellt, dass sich Fehler bel der
Methode nach Lineweaver-Burk bel sehr kleiner Substratkonzentration stérker auswirkten.
Deshalb wurde das Hanes-Woolf-Diagramm zur Bestimmung des K-Wertes benutzt. Hierbel
wirkten sich Ausreif3er weniger stark auf das Ergebnis aus, da aufgrund einer unverféschten
Spreizung der Messpunkte entlang der [S]-Achse das Ergebnis durch einzelne Ausreilier
prinzipiell weniger verfascht wurde.

Bei dem gewahlten Substrat FTC-Casein betragt der K,-Wert von Cuscuin unter optimalen
Bedingungen 1,41 uM. Der Kn-Wert von Cruzipain betragt beim gleichen Substrat nur 29 uM
unter optimalen Bedingungen. Dieser Wert ist rund 20mal grof3er. Das beste Substrat von
Cruzipain ist laut BRENDA (http://www.brenda-enzymes.info)  2-aminobenzoyl-
LGMISLMKRPQ-N-(2,4-dinitrophenyl)ethylenediamine mit einem K,-Wert von 0,065 pM.
Dieser Wert ist im Vergleich zu Cuscuin 22mal niedriger. Das kann bedeuten, dass Cuscuin
ein breiteres Substratspektrum als Cruzipain hat, oder dass die Peptidverbindung ofter in

Casain vorkommt.

4.4.3. Bestimmung der Ki{-Werte von Cuscuin und anderen Cysteinproteasen

4.4.3.1. Bestimmung des Ki-Wertesvon Cuscuin

Die Affinitét des Propeptids zu seinem verwandten Enzym ist sehr gut und konnte auch bei
anderen Proteasen und ihren Propeptiden beobachtet werden (Fox et al., 1992). Die K;-Werte
zu anderen pflanzlichen Proteasen nahm deutlich ab, was auch bei anderen Peptiden
beobachtet werden konnte. Laut http://www.brenda-enzymes.info ist die Affinitét zu anderen
Proteasen selbst in der gleichen Familie um rund 100mal schlechter als zu ihren Enzymen.
Hier macht das Propeptid von Cuscuin keine Ausnahme. Dies konnte bei der Anwendung des
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Peptids als Pflanzenschutzmittel eine Ubergeordnete Rolle spielen, falls ein infiltriertes Feld
von mehreren Cuscuta-Arten befallen worden ist.

4.5. Einsatz des Propeptids als Pflanzenschutzmittel

Beim Befall eines potentiellen Wirts werden mehrere lytische Enzyme exprimiert, wie zum
Beispiel eine Pektinase, eine ATP-abhangige Protease und Cuscuin (Albert, 2005). Bei
Spruhversuchen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der Haustorien mit dem
Propeptid von Cuscuin eine erfolgreiche Infektion signifikant vermindert. Jedoch wurde auch
beobachtet, dass eine Uberexpression des Propeptids in Tabak eine Infektion nicht verhindert.
Dies kann mehrere Grinde haben. Es kdnnte sein, dass das Cuscuin andere Angriffsenzyme
durch proteolytische Spaltung aktiviert und nur sekundéar am Angriff beteiligt ist. Jedoch
spricht dagegen, dass Cuscuin ein sehr breites Substratspektrum hat und die Peptidbindungen
unspezifisch hydrolysiert. Da der Apoplast der Pflanzen einen pH-Wert von circa 5,5 aufweist
und hier keine Aktivitét des Enzyms beobachtet werden konnte, ist der Wirkungsbereich im
Apoplasten eher unwahrscheinlich. Zudem deutet alles darauf hin, dass die Protease sekretiert
wird, da das Prepeptid am N-Terminus ein Signal zur Sekretion ist.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die wichtigste Aufgabe von Cuscuin die Beseitigung
der Abwehrenzyme des Wirts zu sein scheint. Die mit dem Propeptid transformierten
Tabakpflanzen weisen keine erhthte Resistenz gegen den Angriff von Cuscuta reflexa auf.
Moglicherweise wird das Peptid nicht exprimiert, obwohl es in das Genom von Nicotiana
tabacum integriert wurde.

Es konnte zudem beobachtet werden, dass nicht alle Haustorien, die sich an ein und
demselben Parasiten befanden, den Wirt erfolgreich infiltrieren konnten. Das heifd, sie
agieren “unabhéngig” voneinander. Deshalb ist es notwendig, sie direkt mit dem Wirkstoff zu
bespriihen, um eine Infektion zu verhindern. Diese Tatsache wirft die Frage auf, ob das
Propeptid in der Landwirtschaft als Pflanzenschutzmittel erfolgreich eingesetzt werden kann.
Esist in jedem Falle eine technische Herausforderung alle Haustorien eines Parasiten mit der
Peptidlosung zu bespriihen, da diese durch die Blétter oder auch den Spross des Wirts vor
dem Kontakt mit dem Peptid geschitzt sind. Eine weitere Schwierigkeit ist zudem das relativ
kurze Zeitfenster von der Entwicklung eines Préhaustoriums zum Haustorium. Bei einer
gesunden Cuscuta-Pflanze dauert dies manchma nur einen Tag. Die Infektion kann bel
regelmaRiger Anwendung (im Labor 2mal pro Tag) abgewendet werden. Ein Ubergreifen des

Parasiten auf andere Wirtspflanzen in der ndheren Umgebung kann somit verhindert werden.
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Sobald der urspriingliche Wirt nicht mehr zur Verfligung steht, um Nahrstoffe zu liefern und
ein Uberleben des Parasiten zu gewahrleisten, kann einer Infektion Einhalt geboten werden.
Besonders stark befallene Wirtspflanzen sollten zudem mechanisch per Hand entfernt werden.
Aufgrund dieser Beobachtungen kann geschlussfolgert werden, dass eine Anwendung des
Propeptids durchaus unterstiitzend bei der Bekdmpfung von Cuscuta in der Landwirtschaft
herangezogen werden kann. Jedoch bedarf es auch der Mithilfe der Landwirte, um die Felder
von Cuscuta zu befreien. Da Cuscuta spec. zumeist in Landern mit einer schwachen
Infrastruktur ein landwirtschaftliches Problem darstellt, wéare die Mdoglichkeit, ein leicht
herzustellendes, billiges und wirksames Pflanzenschutzmittel zu produzieren, eine grole
Chance.

Des Weiteren werden die Felder der Landwirte in diesen Regionen auch mit parasitierenden
Pflanzen anderer Gattungen, wie zum Beispiel Orobanche und Sriga, in Mitleidenschaft
gezogen. Hier missen weitere Anstrengungen unternommen werden, um zu Uberprifen, ob
diese Parasiten einen dhnlichen Mechanismus zur Infiltration der kompatiblen Wirte benutzen.
Unter Umstanden kann das Propeptid auch hier zur Bekampfung angewendet werden.

Ebenso lasst die Arbeit von Albert et al. (2004) auf eine Lésung des Problems hoffen. Hier
wurde gezeigt, dass der inkompatible Wirt Lycopersicon esculentum wahrend des Befalls von
Cuscuta eine Xyloglucan Endotransglycosylase/Hydrolase exprimiert, das am Aufbau der
Zellwand beteiligt ist. Dieses Enzym konnte direkt an der Abwehr des Parasiten beteiligt sein.
Moglicherweise konnen kompatible Wirte, die das Enzym konstitutiv exprimieren, eine

Resistenz gegen Cuscuta erlangen.
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5. Zusammenfassung

Cuscuta reflexa ist ein Pflanzenparasit der ohne Blétter und Wurzeln auf den Sprossen anderer
Pflanzen wéachst. Mit Hilfe der sogenannten Haustorien dringt der Parasit in das Gewebe des
Wirts ein und erlangt auf diese Weise Assimilate, Nahrstoffe und Wasser. Da Cuscuta spec.
ein breites Wirtsspektrum hat und viele 6konomisch bedeutsame Pflanzen dazu zahlen, kann
dies unter Umstdnden zu betrachtlichen Schaden in der Landwirtschaft fihren. Auf
Tomatenfeldern in Kalifornien kommt es durch den Befall von C. pentagona regelméaliig zu
50 — 75 % Ernteausfallen.

Neben anderen lytischen Enzymen wird die pflanzliche Cysteinprotease (Cuscuin) wahrend
der Interaktion mit einem kompatiblen Wirt in den Haustorien exprimiert. Cuscuin wurde in
E. coli exprimiert und isoliert. Zur Charakteriserung wurde FTC-Casein als Substrat
verwendet. Die optimalen Reaktionsparameter wie Temperatur, pH-, Kn.- und der Ki-Wert
zeigen, dass Cuscuin viele Gemeinsamkeiten mit Cysteinproteasen anderen parasitierenden
Organismen aufweist. Das Enzym ist in einem neutralen oder leicht alkalischen Milieu stabil
und weist ein Temperaturoptimum von 30 °C auf. Der K; zeigt eine bemerkenswerte
Inhibition der Protease durch das Propeptid. Andere pflanzliche Cysteinproteasen werden
durch das Peptid wesentlich schwécher gehemmt.

Die Tabakpflanze ist ein kompatibler Wirt fur Cuscuta reflexa und wurde durch den Einsatz
des Propeptids teilweise gegen den Angriff durch den Parasiten immunisiert. Das Peptid war
identisch mit der Prosequenz von Cuscuin.

Cuscuin scheint eine Schlusselrolle bel der Hydrolyse von Abwehrenzymen und/oder der
Mobilisierung von Speicherproteinen des Wirts einzunehmen, nachdem die Zellwand durch

andere lytische Enzyme abgebaut wurde.
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7. Anhang

7.1. Listeder Abktrzungen

cDNA  Copy-DNA

Dig Digoxigenin

DNA Desoxyribonukleinsaure
FTC Fluorescein |sothiocarbamoyl
GFP Grun-fluoreszierendes-Protein
LB Luria-Bertani

mGFP6 Mutated GFP6

MS Murashige & Skoge

PCR Polymerase-K etten-Reaktion
RNA Ribonukleinsaure

SDS Natrium-Dodecyl-Sulfat
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7.2. ¢cDNA Sequenz von Cuscuin

GATGCTCAACAATARCAACAATGGCACT CCGTTTATCTCTCATGTTCT TACTATGCTCCTTCC
TCCTAGTGACAACGTCTTTGGGECT CGCCHACGECAGT AGCAGCGACGACATT CTGATCCGTC
ARGTTGTCGGAGACGACGGCGCACT GUT GAGCGACGACCACCAAT T CACAGTT TT CARGAAGT
GGETTCGEGAAAGGCGTACGCCT CGGAGGAGGAGCACGAT TACAGSTTCTCTGTGTTCAAGGECTA
ACATGCGCCTTGCAAAGCAACACCAACAGCT CGACCCCT CCGCCGTCCACGETGTCACT CGCT
TCTCCGATTTGACCCCATCCGAATTCARACGCAACTTTCT CGGAT T GAAT CGCCGEGCT TAGGT
TTCCAGCCGATGCTCAAACAGCT CCCACCCT TCCCACCGACGAT CTCCCGTCAGATTT CGATT
GEAGAGACCATGETGCCGTTACGECAGTAARGAAT CAGGGET TCCTGCEGGTCGT GCTGGET CAT
TCAGTACCACT GGAGCAT TGGAAGGAGCCAATTTTCTCGCCACT GGGAAGCTCETGAGCCTTA
GTGAGCARCAGCTTGTGEATTGT GATCACGAGT GTGACCCT GAAGAAGCTGETTCTTGT GATT
CTGGCTGCAATGECGEGCTCATGACCAGCHCCTTTGAATACACAT T GAAAGCT GGCGGGECT AR
TGAGGGAAGAAGACTACCCTTACACAGGCAACGATGCTCAAGT CTGCAACT TT GACARMACCH
AGATTGCAGCCAAGGTTGCCAACTTCAGCGTGGTAT CCCT CGACGAAGACCARATCGCT GCAA
ATCTGGETCAAGAACGGCCCTCTTGCAGTGGCAAT CAACGCAGT GTTCAT GCAGACATACGCAG
GEGGAGTTTCATGCCCATACATT TGCTCCAAGCEGT TGCGACCAT GGCETCCTGCTGGT GGGTT
ATGGTTCAGCAGGCTATGCCCCTGTTCGGGCGAAAGAGAAGCCT TATT GGGTCAT CAAGAACT
CTTGEEEAGAGCAAT GEEEGEAGAAGGGGTACT ACAAGAT AT GCAGGGGAAGTAATGTGTGTG
GAGTGGACTCCATGETTTCAACTGTTGCAGCTGTTAGCACCAACT CEGAGTAGUAGTAGCAAR
GAAAGTAGCTTTTGTACATARGTTTTTTTTTGCGTGTGATGTCCT GGGGAGCCATAACACAAT
ACAGCATCACATTATGCAAGT GTGTGTATTCACTAT TATTTCATTAATCTATTTCTCAATTTG

GTCAARARAAMNANPAAALAANAARPAADAE

Abb. 7-1: Sequenz der cDNA die der Cuscuin-RNA entspricht. Das Start-ATG des offenen Leserasters, sowie
das Stop Codon TAG sind fett geschrieben und unterstrichen.
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7.3. Verwendete Primer

507

Cys-prepro-
for

5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGCTCCCGTCAGATTTCGATTGG 3

514

Cys-pro-for

5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGAT
AGAACCATGATTCTGATCCGTCAAGTTGTCGG 3

515

Cys-prepro-
rev

5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCATCGTCGGTGG
GAAGGGTGG 3

452

Cysgate-rev

5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTCCGAGTTGG
TGCTAACAGCTG 3

732

Cys-Prefor-
Gate

5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTAATGGCACTCC
GTTTATCTCTCATGTT 3
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Aminosauren

A Ala Alanin

C Cys Cydten

D Asp Aspartat

E Glu Glutamat

F Phe Phenylaanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I lle Isoleucin

K Lys Lysn

L Leu Leucin

M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin

Q GIn Glutamin

R Arg Arginin

S Ser Sein

T Thr  Threonin

V Vva Vvdin

W Trp  Tryptophan
Y Tyr Tyrosin
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7.4. Verwendete Plasmide

7.4.1. Plasmide zur Proteinexpression

7.4.1.1. Der Zugangsvektor pPDONR™201

| Fliial ccdB ml

pDONR™201
pDONR"207

Abb. 7-2: Der Zugangsvektor pDONR™201 der Firma Invitrogen™ (www.invitrogen.com).

7.4.1.2. Der Expressionsvektor pET-DEST42™

|ﬂ lacO attR1 | CmRI2: N attR2 V5 epitope | 6xHis [

Abb. 7-3: Der Expressionsvektor pET-DEST42™ der Firma Invitrogen™ (www.invitrogen.com)
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7.4.2. Plasmide zur Pflanzentransfor mation

7.4.2.1. Der Zugangsvektor pPDONR™/Zeo

M3 Mi3
F -] A
orward m cm Cmt EH‘PE BVETES I

pDONR™221
pDONR"/Zeo

Abb. 7-4: Der Zugangsvektor pDONR™/ZEO der Firma Invitrogen™ (www.invitrogen.com)

7.4.2.2. Der Expressionsvektor pMDC32

Nor 1(283) Aba I(290)

Spae 1 (206)
3 Pac 1{30%)
Foe 1(26%) o
Sal [(445)
" Psi 1{455)
Eco RI(1) Mes taminator ccdB

Sma  T{706)
Bam HI1{1120)
Aba I{1126)
Eco RV (10855) Nee 1(1272)

Sma 1{10708) el Eam HIT1823)

Not [({1803)

hygromycin resistance iR

Xhe 1(9629) Ase T(2036)

Ahe 1 (2042}

Le Kpn 1(2061)

! Sma T{2063)
! Bam H I {2066)

PMDC32 I Xba 1(2072)

Sy L1752 bp Eco BV (2175)
kanamycin resistance ‘I'::I,H- 2355 promater

Ere RV (8134) Psr {2837
- X Hivi d IIT {2546}
RE

pBR322 origin Sph T(3183)

= Nor T{4062)
Mot 1{6584)

Cler 1 (6266)

pVS1

Not T{5594)

Abb. 7-5: Der Expressionsvektor pMDC32 erworben von ABRC (http://www.arabidopsis.org/abrc/)
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7.4.2.3. Der Expressionsvektor pMDC83

nos terminator $ec 1(269)
Vo Cla T{620)
mgfpl
Nreo 1(835)
Epn 11020}

Era B1{1) Ahe 1(1031)
\ 1 Ase I{1037T)

Eeo RV (11568) N
a2  Sal I(1179)
A= Pst 1{1180

Xho T(11433)
Sma [{11418) .!:CdEI[]HU:I
LlE]
Rygromycin resistance Bam HI15854)
Xba T{1360)
Nes 1(2006)

Chloramphenicol resistance
Eco RI(2307)

b Bam HI(2557)

W MNor 1(262T)

Ao {10339}
LB
pMDC85

kanal‘nw:sn resistance
12462 bp
Eco RV(5944) 7 |\ attR
. ® .\ Pac 1(2773)
\\|\ Spe 1(2776)

Xba ICITED)
Eeo BV (288%)
1] 2K358 promoter
VU P 103547
‘Hin A1 (3536)

pBR322 ongin
MNar 1(7594)
Cla (5976

PSS

Not 146304) Not 1(4772)

| RB
Sph 1{3893)

Abb. 7-6: Abb. 7-7: Der Expressionsvektor pMDC85 erworben von ABRC (http://www.arabidopsis.org/abrc/)
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