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Diethylaminoethyl
Diisopropylfluoro-phosphat
differential interference contrast
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Escherichia coli
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2. Zusammenfassung

Der Programmierte Zelltod (PCD) ist essentiell fiir die Entwicklung der Pflanze, im
Speziellen fiir den Abbau nicht mehr benétigter Gewebe zur Riickfiihrung von Nahrstoffen
an die weiterlebenden Teile der Pflanze. Ricinus (R. communis) speichert Ol und Eiweif in
einem lebenden Endosperm, das die Kotyledonen umgibt. Die Speicherstoffe werden wéh-
rend der Keimung mobilisiert und den Kotyledonen zugefiihrt. Der PCD des Endosperm-
Gewebes wird eingeleitet, sobald dieser Transfer abgeschlossen ist. Ein spezielles Orga-
nell — die Ricinosomen — wurde im seneszierenden Endosperm keimender Ricinus-Samen
entdeckt. Ricinosomen werden zu Beginn des PCD am Endoplasmatischen Retikulum ge-
bildet und schiitten im Endstadium des zelluldren Zerfalls grole Mengen einer Papain-
dhnlichen Cystein-Endopeptidase mit C-terminalem KDEL-Motiv (CysEP) aus.

Drei zur Ricinus CysEP homologe Cystein-Peptidasen mit C-terminalem KDEL-Motiv
wurden in Arabidopsis identifiziert. In Arabidopsis-Pflanzen, die den Reporter Glucuroni-
dase (GUS) unter der Kontrolle der drei entsprechenden Promotoren 4¢CEP1, AtCEP2 und
AtCEP3 exprimieren, wurde eine spezifische Expression in generativen und vegetativen
Geweben nachgewiesen, die in ithrer Entwicklung den Programmierten Zelltod erfahren.
Ricinosomen und ihre CysEP spielen auch eine entscheidende Rolle fiir den Abbau bzw.
Kollaps des Nucellus-Gewebes in reifenden Ricinus-Samen, um dem expandierenden,
Speicherstoffe akkumulierenden Endosperm Raum zu geben. Ricinosomen und ihr Marke-
renzym CysEP finden sich exklusiv in Pflanzenzellen, und zwar speziell in letztlich kolla-
bierenden Geweben. Die native Ricinus CysEP wurde kristallisiert und ihre Struktur mit
einer Aufldsung von 2,0 A aufgeklirt. Die katalytische Tasche wurde durch den kovalent
gebundenen Inhibitor H-D-Val-Leu-Lys-CMK eindeutig definiert. Untersuchungen der
Spaltspezifitdt mit B-Casein als Substrat ergaben eine breite Substratspezifitit, die sogar
Prolin N- und C-terminal zur Spaltstelle akzeptiert. Dies steht in Einklang mit ihrer Funk-
tion beim Abbau cytosolischer Proteine bzw. Zellwandproteine in der Endphase des PCD.

Glyoxysomen sind in fettspeichernden Samen bei der Keimung an der Fettmobilisie-
rung beteiligt. Einige glyoxysomale Matrixproteine werden als hohermolekulare Vorstufe
im Cytoplasma synthetisiert und unter Abspaltung der Prisequenz in die Glyoxysomen im-
portiert. In Nachbarschaft zur Spaltstelle findet sich charakteristischerweise ein Cystein.

Die zur Abspaltung der N-terminalen Pridsequenz notwendige Glyoxysomale (oder auch
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Peroxisomale) Processing Peptidase aus Pflanzen und Sdugern war bisher nicht bekannt.
Die Glyoxysomale Processing Peptidase wurde aus fettspeichernden Kotyledonen der
Wassermelone (Citrullus vulgaris) iiber Saulenchromatographie, préparative native Iso-
elektrische Fokussierung und 2-D-Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt. Die GPP aus
C. vulgaris tritt in zwei Formen auf, als 72 kDa-Monomer und als 144 kDa-Dimer. Die
beiden Formen stehen miteinander im Gleichgewicht und konnten iiber Gelatine-Aktivi-
titsgele detektiert werden. In-vitro lieB sich die Gleichgewichtslage durch Ca**-Entzug in
Richtung Monomer und durch Ca*-Zugabe in Richtung Dimer verschieben. Das Mono-
mer scheint eine generell degradierende Protease zu sein und zeigt ein fiir eukaryontische
Proteasen ungewohnliches Temperatur-Optimum bei 45°C, ein pH-Optimum im basischen
Bereich und ist durch denaturierte Proteine aktivierbar. Bei dem Dimer handelt es sich
hochstwahrscheinlich um die Glyoxysomale Processing Peptidase, denn die fiir das Mono-
mer nachgewiesene Substratspezifitit (O-Arg/Lys|) ist stark verschieden von der im Ge-
misch beider Proteasen gefundenen prozessierenden Substratspezifitit (Cys-Xxx| bzw.
Xxx-Cys|). Die Sequenzierung des Arabidopsis-Genoms ergab drei vermutlich in den Per-
oxisomen lokalisierte Peptidasen, eine Deg-Protease, eine Pitrilysin-dhnliche Metallopep-
tidase und eine Lon-Protease. Spezifische Antikorper gegen die peroxisomale Deg-Pro-
tease aus Arabidopsis (Degl5) identifizieren die Wassermelonen-GPP als Degl5. Damit
gehort die GPP/Degl5 in eine Gruppe Trypsin-dhnlicher Serin-Peptidasen mit E. coli
DegP als Prototyp. Sie besitzt gleichwohl spezifische Eigenschaften und gehort damit ei-

ner neuen Untergruppe innerhalb der Deg-Peptidasen an.
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Abstract

Programmed cell death (PCD) is essential for the development of the plant. In one form
of PCD the tissues or cells no longer required by the plant are degraded and the low mo-
lecular weight compounds transferred as nutrients to remaining living parts of the plant.
Ricinus stores oil and protein in a living endosperm, which surrounds the cotyledons. The
storage materials are mobilized during germination and supplied to the cotyledons. The
PCD of the endosperm tissue is induced, as soon as this transfer is completed. A special
organelle —the ricinosome— was discovered in the senescing endosperm of germinating Ri-
cinus seeds. Ricinosomes are budded off the endoplasmatic reticulum (ER) at the begin-
ning of the PCD and deliver in the final stage of cellular disintegration large quantities of a
papain-like cysteine endopeptidase (CysEP) with a C-terminal KDEL motif.

Three homologous cystein peptidases with a KDEL-tail were identified in Arabidopsis
thaliana. The highly specific localization of the three CysEPs in cell groups and tissues of
Arabidopsis plants was identified by expression of the reporter glucuronidase (GUS) with
their endogenous promotors AfCEP1, AtCEP2 and AfCEP3. Each of these CysEPs marked
a different pattern of PCD in generative and vegetative tissues.

Ricinosomes and their CysEP play also a crucial role for the disassembly and/or col-
lapse of the nucellus tissue in maturing Ricinus seeds, in order to make room for the ex-
panding endosperm cells during synthesis of storage proteins and oil. Ricinosomes with
their marker enzymes CysEP are exclusively found in plant cells, with preference for tis-
sues destined for collapse.

The native Ricinus CysEP was crystallized and its structure was solved at 2.0 A resolu-
tion. The specificity subsites were clearly defined by covalent binding of the inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-CMK in the active site. Investigations of cleavage specificity with B-ca-
sein as substrate resulted in a broad substrate specificity that even allowed prolin N- and
C-terminal to the cleavage site. This is in accord with its putative function for disassembly
of cytosolic and cell wall proteins in the final stages of PCD.

In the first days of germination the endosperm of Ricinus seeds contain glyoxysomes
which are involved in fat mobilization. Some glyoxysomal matrix proteins are synthesized
as high-molecular precursor in the cytoplasm and the N-terminal propeptide is cleaved off

upon import into the glyoxysomes. The neighbourhood of the cleavage site typically con-

18



Zusammenfassung

tains a cysteine. The glyoxysomal (or also peroxisomal) processing peptidase for removal
of the N-terminal presequence in plants and mammals was so far unknown. It was purified
from the fat-storing cotyledons of the watermelon (Citrullus vulgaris) by means of
column-chromatography, preparative native isoelectric focusing and 2-D-polyacrylamide-
gelelectrophoresis. The GPP from C. vulgaris appears in two forms, as a 72 kDa monomer
and as a 144 kDa dimer. The two forms are in equilibrium with one another and could be
detected with gelatin-activity gels. The equilibrium is shifted upon Ca**-removal towards
the monomer and upon Ca2+-addition towards the dimer.

The monomer seems to be a generally degrading peptidase and shows a for eucaryotic
proteases unusual temperature optimum at 45°C, a pH optimum in the basic range and is
activated by denatured proteins. The dimer constitutes most likely the Glyoxysomal Pro-
cessing Peptidase, since the substrate specificity proven for the monomer (®-Arg/Lys]) is
very different from the processing substrate specificity (Cys-Xxx|/Xxx-Cys]) found with
the mixture of the mono- and dimeric forms. The Sequencing of the Arabidopsis Genoms
resulted so far in the identification of three peptidases located in the peroxisomes, a Deg-
protease, a pitrilysin-like metallopeptidase and a Lon-protease. Specific antibodies against
the peroxisomal Deg-protease from Arabidopsis (Degl5) identifies the watermelon GPP
as a Degl5. Thus the GPP/Degl5 belongs to a group of trypsin-like serine peptidases with
E. coli DegP as prototype. Nevertheless the GPP/Degl5 possesses specific characteristics

and is therefore to be assigned to a new sub-group within the Deg peptidases.
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3. Einleitung

3.1 Protein-Umsatz

Die Lebensspanne der meisten zelluldren Proteine ist, gemessen an der Lebensdauer des
Organismus, sehr kurz (Estelle, 2001). Sie durchlaufen nach der Proteinsynthese einen
Zyklus, der iiber Faltung, Prozessierung, Modifikation und Transport zum richtigen Kom-
partiment verlduft und frither oder spater mit dem Abbau endet (Wickner et al., 1999).
Der aktuelle Bestand eines bestimmten Proteins ergibt sich aus dem Gleichgewicht von
Biosynthese und Degradation und erfordert ein exakt reguliertes und 6konomisches Sys-
tem von Qualitdtskontrolle, Reparatur, Abbau und Neusynthese. Alle Organismen haben
Wege gefunden haben, dieses Gleichgewicht in effektiver Weise zu erhalten. In jlingster
Zeit ist klar geworden, daf} die Proteolyse genauso prizise reguliert wird, wie die Protein-

synthese (Hunt, 1997).

3.1.1 Chaperon-abhiingige Proteinfaltung und Qualitatskontrolle

Polypeptide, die aus der ribosomalen Proteinsynthese hervorgehen, miissen sich, um
Funktionalitit zu erreichen, in eine stabile Tertidrstruktur falten und diese liber einen be-
stimmten Zeitraum erhalten (eine Gegeniiberstellung der Verhiltnisse bei Pro- und Eu-
kayonten findet man bei Hartl und Hayer-Hartl, 2002). Die korrekte Faltung von Proteinen
und die Assemblierung zu Multiproteinkomplexen (Quartérstruktur) erfordert die Mitwir-
kung von molekularen Chaperonen und Faltungsfaktoren; 10-20% der de-novo syntheti-
sierten Proteine findet man mit Chaperonen assoziiert (Teter et al., 1999). Der Transport
der cytosolisch synthetisierten Vorldufer der Chloroplasten- und Mitochondrien-Proteine
in die Organellen ist sowohl von cytosolischen, als auch von Organellen-lokalisierten Cha-
peronen abhéngig: 97% der mitochondrialen Prasequenzen und 82,5% der Chloroplasten-
Transitpeptide besitzen Hsp70-Bindungsstellen (Zhang und Glaser, 2002). Beschadigte
oder aufgrund von Mutationen und Transkriptions- oder Translationsfehlern fehlgefaltete
Proteine neigen zum Aggregieren; um dies zu verhindern, werden Proteine entweder durch
Chaperone wiederhergestellt oder durch energieabhingige cytosolische Proteasen zerstort

(Wickner et al., 1999). Etwa 20% der neu synthetisierten Proteine werden als fehlerhaft
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eingestuft und gleich wieder degradiert (Yen et al., 1980). Eine gewisse Uberlappung be-

steht darin, dafl bestimmte Proteasen iiber ihre ATPase-Domédnen Chaperonfunktion aus-

iiben konnen (Gottesman et al., 1997).

Die bei eukaryontischen Chaperonen iibliche Hsp-Nomenklatur bezieht sich auf das

Molekulargewicht, wogegen sich fiir prokaryotische Chaperone spezielle Bezeichnungen

etabliert haben:

Die Hsp20-Chaperone oder sHsps sind kleine, wenig konservierte globuldre Mole-
kiile, die sich zu groflen dynamischen Komplexen von 300-800 kDa Masse zusam-
menschlieBen. Bei Hitzeeinwirkung wird die Aggregation entfalteter Proteine
durch Bindung an der Oberfldche unterbunden, die Polypeptidketten werden in ei-
nem faltungskompetenten Zustand gehalten und nach Wiederherstellung der phy-
siologischen Bedingungen zur ATP-abhdngigen Riickfaltung an Hsp70 weitergege-
ben (Lee et al., 1997; Haslbeck et al., 2005).

Die eukaryontischen Hsp60-Chaperonine oder TriC (GroEL bei Prokaryonten) bil-
den faBformige Proteinkomplexe aus zwei achtzdhligen Ringen von Untereinhei-
ten. In den Reaktionskammern laufen die Faltungsprozesse ab; dabei erkennen die
Chaperonine hydrophobe Bereiche an nicht-nativen globuldren Konformationen
und falten das Substrat unter ATP-Verbrauch (Hartl und Hayer-Hartl, 2002).
Hsp70 (DnaK bei Prokaryonten) gehdren zu den mengenmédfig mit am stirksten
vertretenen Chaperonen der Eukaryontenzelle und erfiillen eine ganze Reihe Funk-
tionen im Rahmen der Faltung neuentstehender Polypeptidketten. Hsp70 ist dabei
in Komplexen mit Hsp90 und dem Co-Chaperon Hop anzutreffen. Hsp70 bevor-
zugt dabei hydrophobe Regionen von gestreckten Polypeptidketten, wie sie bei-
spielsweise bei der Membranpassage auftreten. Unter ATP-Verbrauch und unter
Mitwirkung des Co-Chaperons Hsp40 wird die Polypeptidkette wieder freigesetzt
und den darauffolgenden Schritten der Biogenese zugefiihrt (Wegele ef al., 2003).
Hsp90 ist ein groes Homodimer mit N-terminaler ATPase-Doméne, das grofle
Komplexe mit Hsp70 und weiteren Co-Chaperonen bildet. Die Funktion ist vor al-
lem auf regulatorische Proteine wie z.B. Kinasen und Hormonrezeptoren speziali-
siert. Die Substratmolekiile werden bis zum Zusammentreffen mit dem Liganden
(z.B. einem Steroidhormon) gebunden und erst dann in nativer Konformation frei-

gegeben (Jackson et al., 2004).
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* Die Chaperone der Hsp100- oder Clp-Famlie bestehen aus einem oder zwei sechs-
bis siebenzédhligen Ringen von Untereinheiten mit einer zentralen Kammer und
sind damit den Chaperoninen der Hsp60- oder GroEL-Familie strukturell ver-
wandt. E. coli ClpB ist ausschlieB8lich Chaperon (Weibezahn et al., 2004), wohin-
gegen ClpA und ClpX aus E. coli sowohl als Chaperone und auch als Komponen-
ten von ATP-abhingigen Proteasen mit AAA"-Modul agieren konnen (Zeth et al.,
2002). Sie sind in der Lage sowohl multimere als auch aggregierte Proteine zu zer-

legen, zu entfalten und zur Degradation weiterzuleiten.

Chaperone werden auch als Hitzeschockproteine bezeichnet, da sie verstirkt nach Hit-
zeeinwirkung exprimiert werden. Durch Hitzeschock, aber auch durch vielfiltige andere
Stref3faktoren, wie z.B. reaktive Sauerstoffspezies, werden Proteine geschéddigt. Die daraus
resultierenden nicht-nativen Proteinkonformationen werden von den Chaperonen erkannt
und, soweit reparabel, in charakteristischer Art und Weise riickgefaltet (Hengge und Bu-
kau, 2003). Allen Chaperonen ist gemeinsam, daf3 sie exponierte hydrophobe Bereiche ei-
nes Proteins erkennen, die bei korrekter Faltung normalerweise im Inneren der Tertidr-
struktur verborgen sind. Bei ungefalteten Polypeptidketten treten diese mit einer durch-
schnittlichen Wahrscheinlichkeit von 1/36 auf (Riidiger et al., 1997). In Zyklen von
ATP-Bindung und —Hydrolyse werden Proteine gebunden und wieder freigesetzt. Die
Transformation der bei der ATP-Hydrolyse freiwerdenden Energie in Konformationsénde-
rungen und die gezielte Weiterleitung an assoziierte Doménen erfolgt durch ATPasen, de-
ren Aktivitdt fiir die Erkennung des Substrates, dessen Dissoziation, Entfaltung, und
Translokation innerhalb des Protease-Komplexes und fiir den kontrollierten Zugang wich-
tig ist (Sauer ef al., 2004). Die ATPase-Dominen oligomerisieren bevorzugt zu hexameren
Ringen mit gleicher Ausrichtung der Subdoméinen (Lenzen et al., 1998). Wegen der ko-
operativen Natur der ATP-Bindung und —Hydrolyse sind diese Proteasen nur im hexame-

ren Zustand aktiv (Maurizi und Li, 2001).
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3.1.2 Proteinabbau

Proteinabbau vollzieht sich in allen Zelltypen und wahrscheinlich in allen Komparti-
menten, wobei sich die Abbauraten fiir verschiedene Proteine gewaltig unterscheiden.
Kurze biologische Halbwertzeiten findet man bei regulatorischen Proteinen, lange bei
Strukturproteinen, aber selbst diese sind einem stindigen Umbau unterworfen. Das Mal3
an Proteinabbau hingt entscheidend vom Erndhrungsstatus und Alter der Zelle ab.

Der klassische Abbauweg in Cytosol, Kern und Organellen eukaryontischer Zellen und
im Cytoplasma von Bakterien verlduft zum groflen Teil iiber komplexe, multimere
ATP-abhingige Proteasen (Gottesman et al., 1997). Dabei sind die unterschiedlichen
Aktivitidten entweder in distinkten Dominen auf einer Polypeptidkette angeordnet, die
dann i.d.R. zu Hexa- oder Heptameren assemblieren (z.B. Lon-Protease) oder es liegen
Komplexe von funktionell unterschiedlichen Untereinheiten (z.B. das eukaryontische
26S Proteasom) vor. In E. coli sind die fiinf verschiedenen ATP-abhingigen Proteasetypen
Lon (Botos et al., 2001 a,b), FtsH (Karata et al., 1999), ClpAP (Dougan et al., 2002),
ClpXP (Levchenko et al., 1997) und HslUV (Azim et al., 2005) beschrieben worden,
homologe Proteasen wurden in anderen Eubakterien und Eukaryonten gefunden, bei
Pflanzen in Mitochondrien und Chloroplasten (Adam et al., 2001).

Die heterooligomeren ATP-abhidngigen bakteriellen Proteasen (ClpAP, ClpXP und
HsIUV) und auch das eukaryontische 26S Proteasom (Groll ef al., 1997) besitzen, obwohl
die Monomere keinerlei Ahnlichkeiten beziiglich Sequenz und Faltung aufweisen, das
tibereinstimmende allgemeine Bauprinzip der Selbstkompartimentierung, d.h. die
Ausbildung eines gegen die Umgebung abgeschirmten Reaktionsraums (Lupas et al.,
1997). Die proteolytischen Untereinheiten sind zu faartigen Sechser- oder Siebenerringen
mit einer zentralen Hohle zusammengefiigt. Im Zentralraum sind die proteolytischen
Reaktionszentren lokalisiert und die ATPase-Domidnen befinden sich ebenfalls in
ringférmiger Anordnung an beiden Enden und regulieren den Zugang (Groll ef al., 2005).

Die komplexe Gesamtsituation der zelluldren Proteolyse wird durch die Tatsache doku-
mentiert, daB3 im Arabidopsis-Genom {iber 550 Sequenzen identifiziert wurden, die Pro-
teasen der flinf bekannten Katalyse-Typen (Cystein-, Serin-, Aspartat-, Metallo- und
Threoninpeptidasen) zugeordnet werden konnen (Barrett ef al., 2001b; MEROPS Peptida-

se Database; http://merops.sanger.ac.uk/).
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Ohne den Abbau unbrauchbar gewordener Eiweille durch zelluldre Proteasen kédme es
zur Akkumulation schadhafter Proteine und zur Bildung von fiir die Zelle und den Orga-
nismus toxischen Aggregaten. Beispiele fiir mit Proteinaggregaten assoziierte Krankheits-
bilder beim Menschen sind Creutzfeldt-Jakob, Parkinson, Alzheimer und Typ II-Diabetes
(Dobson, 1999).

3.1.3 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Im Cytoplasma aller Eukaryonten wird der Protein-Umsatz iiber das ATP-abhingige
Ubiquitin-26S-Proteasom-System reguliert. Die Bedeutung wird schon allein dadurch do-
kumentiert, da3 mehr als 1300 Gene oder 5% des Proteoms bei Arabidopsis am Autbau
des Ubiquitin-Proteasom-Systems beteiligt sind (Viestra, 2003). Unter Stressbedingungen
werden Proteine auch in Lysosomen und Vakuolen abgebaut, jedoch ist der lysosomale
Abbau, bei dem Portionen des Cytoplasmas durch autophagische Prozesse verdaut werden,
eher unspezifisch (Lee und Goldberg, 1998).

Ein selektiver Umsatz kurzlebiger Proteine ist energicaufwéndig (Gronostajski et al.,
1985), denn degradierte Proteine miissen resynthetisiert werden. Andererseits ermdoglicht
dies der Zelle schnell auf neue Stoffwechselsituationen zu reagieren und komplexe Abldu-
fe zu steuern, die eine exakte Koordination erfordern, wie beispielsweise bei der Embryo-
genese, dem Zellzyklus, der Photomorphogenese, circadianen Abldufen, Signaltransdukti-
onsvorgingen und Seneszenz. Obgleich im Cytosol und Nucleoplasma lokalisiert, ist das
Proteasom auch fiir den ER-assoziierten Proteinabbau zustindig (Hiller et al, 1996;
Wiertz et al., 1996).

Fiir den Abbau durch das Proteasom vorgesehene Proteine werden iiber eine ATP-
abhingige mehrstufige Kaskade mit Ubiquitin (Ub), einem hochkonservierten 76 Amino-
sduren-Protein, konjugiert (Ingvardsen und Veierskov, 2001). Das Ub-aktivierende Enzym
E1 bindet Ub, das im weiteren Verlauf von Ub-konjugierenden Enzymen des Typs E2 un-
ter Mitwirkung der Ub-Protein-Ligasen vom Typ E3 iiber das C-terminale Glycin unter
Bildung einer Isopeptidbindung mit dem Lysin des zu markierenden Proteins verkniipft
wird. Pflanzen haben gro3e Gen-Familien fiir die E2- und E3-Enzyme, wahrscheinlich, um
eine breites Spektrum an Substraten abzudecken (Vierstra, 2003). Die metabolische Stabi-

litidt oder in-vivo-Halbwertzeit von Proteinen wird iiber das N-Degron, bestehend aus N-
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Abbildung 3.1: Aufbau und Struktur des 26S Proteasoms.

A: Die 20S Core Protease (CP) besteht aus einem fafiformigen Stapel vier siebenzihliger Ringe von
Untereinheiten. Jeder B-Ring triigt drei aktive Zentren mit N-terminalem Threonin (Thr). B: Das Re-
gulatorische Partikel (RP) mit den beiden Subpartikeln Deckel (Lid) und Basis (Base). Die Abmessun-
gen der CP stammen von der Kristallstruktur des Hefe-Komplexes (Groll ez al., 1997). N-terminale
Threonin-Reste der Untereinheiten 1, 2 und BS der CP bilden die aktiven Zentren. C: Die vorge-
schlagene Struktur des 26S Proteasoms (links) und die Abfolge von Vorgéingen, die zum Abbau eines
ubiquitinierten Proteins durch das 26S-Holoenzym fiihren (rechts). N, nicht-ATPase-Untereinheit des
RP; T, AAA-ATPase-Untereinheit des RP; Ub, Ubiquitin. [Abbildung aus Viestra (2003); © 2003 Else-
vier Science Ltd..]

Terminus und einem oder mehreren internen Lysin-Resten, bestimmt (Varshavsky, 1996).
Ausgehend von einem Lysin-Rest wird eine Multi-Ub-Kette gebildet. Im Gegensatz zur
gut untersuchten ,, N-end rule “ bei Bakterien (Bachmair et al., 1986) und Saccharomyces
(Turner et al., 2000) sind die entsprechenden Abldufe bei Pflanzen kaum bekannt. Bei
Pflanzen, wie auch anderen Organismen, bilden grole Aminosdurereste am N-Terminus
(Tyr, Arg, Lys, Phe) das Degradationssignal (Worley et al., 1998; Stary et al., 2003).
Durch Multi-Ub markierte Proteine werden von der regulatorischen 19S Doméne (RP) des
Proteasoms erkannt und unter ATP-Verbrauch entfaltet (siche Abbildung 3.1B und C);
gleichzeitig werden die wiederverwendbaren Ubiquitin-Reste abgespalten (Glickmann et
al., 1998). Zum Abbau tritt das Substrat in das Innere des 20S core particles (CP) des Pro-
teasoms ein (Groll et al., 2000). Der CP besteht aus einem Stapel vier siebenzahliger Rin-
ge von Untereinheiten, zwei dufleren o-Ringen und zwei inneren B-Ringen (siehe Abbil-

dung 3.1A). Bei beiden B-Ringen besitzen je drei von sieben B-Untereinheiten ein N-termi-

nales Threonin, das als aktives Zentrum der Threonin-Protease fungiert (Groll et al.,
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1997), jedoch haben die drei Protease-Doménen eines -Rings unterschiedliche Spaltspe-
zifitdten (Dick et al., 1998). Im Cytosol miissen die Degradationsprodukte des Proteasoms,
Peptide mit 3-25 Resten und einer Peaklinge von 7-8 Resten (Nussbaum et al., 1998),

weiter prozessiert werden.

3.1.4 Cytosolische Proteolyse von Oligopeptiden

Bei hoheren Organismen verlduft der den Proteasomen nachfolgende cytosolische Ab-
bau der Oligopeptide zu den freien Aminosduren iiber mehrere Stufen. Die Vorginge wur-
den vor allem bei Sdugern erforscht. Beziiglich der entsprechenden pflanzlichen Proteasen
ist das Wissen liickenhaft, wenngleich entsprechende Sequenzen fiir einige Oligopeptida-
sen und Exopeptidasen im Arabidopsis-Genom gefunden wurden (Arabidopsis Genome
Initiative, 2000; Barrett ef al., 2001b).

Bei der Tripeptidyl-Peptidase II (TPP II) handelt es sich um ein walzenférmiges Oligo-
mer von 138 kDa-Untereinheiten und einer Gréfle von 50 nm x 17 nm (Geier et al., 1999).
Die gut erforschte Peptidase aus Sdugern spaltet von den Oligopeptiden N-terminal Tri-
peptide ab, zeigt dabei eine Priferenz flir hydrophobe Reste an P1 und kann nicht vor oder
nach Prolin spalten (Balow et al., 1986; Tomkinson, 1999). Das aktive Zentrum der TPP II
entspricht dem der Serin-Proteasen vom Subtilisin-Typ (Tomkinson, 2004), enthélt jedoch
zusitzlich einen fiir die Aktivitéit essentiellen Cystein-Rest (Balow et al., 1986). Im Ge-
nom von Arabidopsis thaliana wurde die Sequenz eines zur bekannten TPP II aus Ratte
homologen Proteins gefunden (Protein-ID: CAB45880; Arabidopsis Genome Initiative,
2000).

Ein weiteres Enzym, die Prolyl-Oligopeptidase, eine Serin-Peptidase aus dem Clan SC
und der Familie S9, ist weit verbreitet und wurde in Bakterien, Pflanzen und Sédugern
nachgewiesen (Polgar, 1994). Die Prolyl-Oligopeptidase aus Schweineherz ist eine mono-
mere 80 kDa-Serinpeptidase von becherartiger Form, deren aktives Zentrum mit der kata-
lytischen Triade Ser-His-Asp zum Innenraum exponiert ist und deren rohrenférmige Do-
méne, der sogenannte ,,3-Propeller, nur Oligopeptiden den Zutritt erlaubt (Filop et al.,
1998). Die Peptidase spaltet 3-6 Reste vom N-Terminus ab und akzeptiert Prolin an P1
(Ito et al., 2004). Eine entsprechende Sequenz wurde auch bei Arabidopsis gefunden (Ara-
bidopsis Genome Initiative, 2000).
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Ebenfalls eine Serin-Peptidase ist die Oligopeptidase B (OpdB) aus dem Clan SC und
der Familie S9, die aus verschiedenen Pflanzengeweben isoliert wurde (Morty und Bur-
leigh, 2004). Die Peptidase spaltet kleine Peptide und bevorzugt basische Reste an P1 und
P2 (Morty et al., 1999). Eine Sequenz fiir die OpdB wurde auch im Genom von Arabidop-
sis gefunden (Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

Weitere Peptidasen, fiir die ebenfalls Sequenzen im Genom von Arabidopsis gefunden
wurden und die fiir den Abbau von Oligopeptiden in Betracht kommen, sind Oligopepti-

dase A (Miller, 2004) und Aminopeptidase PS (Dando und Barrett, 2004).

3.1.5 Lysosomale Proteolyse

Die Rolle der Lysosomen bzw. Vakuolen fiir den Abbau cytosolischer Proteine wird
unter Normalbedingungen als marginal erachtet, da Inhibitoren der lysosomalen Proteolyse
nur 10-20% des Totalabbau blockieren (Gronostajski et al., 1985). Allerdings sind sie fiir
den Abbau Membran-assoziierter Proteine und insbesonders fiir den unspezifischen und
raschen Abbau unter Mangel-, Stress- und Seneszenzbedingungen und im Rahmen des
PCD bedeutsam. Vakuolen als lytisches Kompartiment werden als Aquivalent der tieri-
schen Lysosomen betrachtet. Mitunter werden bei Pflanzen auch transiente lytische Vesi-
kel als Lysosomen bezeichnet. Im Zusammenhang mit der lysosomalen Proteolyse werden
dreierlei Mechanismen unterschieden: (1) die Vesikulation, bei der cytosolische Proteine
unter Mitwirkung von Hsp70 in die Vakuolen transferiert werden (Cuervo und Dice,
1998), (2) die Mikroautophagie, bei der ganze Organellen vom Tonoplasten phagozytiert
werden (Dunn, 1994) und (3) die Makroautophagie bei der groBBe Cytoplasmaportionen
durch aus dem ER hervorgehende tubulidre Provakuolen eingeschlossen und als Autopha-
gosomen zur Vakuole transportiert werden. Im Zusammenhang mit dem Vakuolen-7arge-
ting bei autophagischen Vorgidngen wurden bei Arabidopsis zur Ubiquitinierung analoge
Konjugationsmechanismen gefunden (Doelling, 2002). In den Vakuolen werden die Vesi-
kel samt ihrer Proteinfracht von sauren Proteasen abgebaut (Dunn, 1994), fiir den Abbau
zu den freien Aminosduren sind Exopeptidasen notwendig. Bei Arabidopsis wurden von
Beers et al. (2004) zwei Proteine identifiziert (Protein IDs: AAK63991 und AAK44008),
die beziiglich ihrer Genstruktur innerhalb der pflanzlichen C1A-Proteasen isoliert dastehen

und zu Cathepsin B aus Sdugern homolog sind.
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Der lysosomale Abbau von Proteinen erfolgt bei Sdugern mehrstufig und stérker regu-
liert als bei Pflanzen. Bei Sdugern wird der initiale Abbau durch die papainartigen Cys-
teinpeptidasen Cathepsin D und L aus der Familie C1A vollzogen (Barrett ef al., 2004). Im
ndchsten Schritt spaltet die Tripeptidyl-Peptidase I (TPP 1), ein 46 kDa-Glycoprotein, das
von der cytosolischen Tripeptidyl-Peptidase II (TPP II) strukturell vollig verschieden ist,
vom N-Terminus der Oligopeptide mit breiter Substratspezifitit Tripeptide ab (Vines und
Warburton, 1999). Bei TPP I handelt es sich um eine Carboxy-Peptidase, die insofern un-
gewohlich ist, da sie von keinem der klassischen Inhibitoren der fiinf Protease-Typen inhi-
biert wird, jedoch von CMK-Analoga der Tripeptidylsubstrate, allerdings nicht mit der fiir
Serin- oder Cysteinproteasen typischen Kinetik (Vines und Warburton, 1998). Bei Sdugern
spaltet die Dipeptidyl-Peptidase II (DPP II) vom N-Terminus Dipeptide ab und zwar be-
vorzugt von Tripeptiden der Sequenz Gly-Pro-X, dem Grundmotiv des Strukturproteins
Kollagen (Maes et al., 2005). Im letzten Abbauschritt werden Dipeptide durch Exopepti-
dasen zu den freien Aminosduren zerlegt (Tomkinson, 1999). Bei Pflanzen liegen bislang
keine Indizien fiir die Existenz von zu TPP I und DPP II homologen Proteasen vor, nichts-
destotrotz mufl man davon ausgehen, daf} eine vollstindige und effiziente Proteolyse auch

hier erfolgt.

3.2 Ricinosomen

Ricinosomen und Glyoxysomen wurden nebeneinander erstmals im fettspeichernden
Endosperm von Ricinus beschrieben (Mollenhauer und Totten, 1970; Vigil, 1970). Wenn
die Protein- und Fettmobilisierung abgeschlossen ist, wandelt sich das lebende Ricinus-
Endosperm in ein seneszierendes Gewebe um, produziert dabei zahllose Ricinosomen und
stirbt letztlich ab (Schmid et al., 1999; Schmid et al., 2001). Vigil (1970) erkannte bereits,
daB sich Glyoxysomen und Ricinosomen am Saccharose-Dichtegradienten in der selben
Dichtefraktion anreichern. Allerdings blieben die Ricinosomen {iiber 25 Jahre unbeachtet,
da seinerzeit kein Marker-Enzym bekannt war (Mollenhauer und Totten, 1970). Viele den
Glyoxysomen zugeschriebenen Enzymaktivititen mufl man der Kontamination durch Rici-
nosomen zuschreiben, u.a. die ,,Processing-Aktivitit™ in Ricinus-Glyoxysomen (Gietl und

Hock, 1986).
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Gietl und Mitarbeiter versuchten die Glyoxysomale Processing Peptidase aus dem En-
dosperm keimender Ricinus-Samen zu reinigen und entdeckten eine Papain-artige Cys-
tein-Peptidase mit C-terminalem KDEL-Motiv (Gietl ef al., 1997), dem ER-Riickhaltesig-
nal, welches sich als Markerenzym fiir Ricinosomen in Ricinus communis herausstellte
(Schmid et al.,, 1998). Die Ricinus CysEP wird im Lumen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) als enzymatisch kaum aktives 45 kDa-Pro-Enzym mit N-terminalem und
C-terminalem Propeptid synthetisiert und durch das C-terminale KDEL-Peptid
zurlickgehalten. Es wurde gezeigt, dall bei beginnendem PCD (programmed cell death,
Programmierter Zelltod), erkennbar an der Fragmentierung der Kern-DNA, eine Vielzahl
von "Dilated cisternae" mit etwa 500 nm Durchmesser, die Ricinosomen, vom ER
abgegliedert werden (Schmid et al, 1999). Da die Aktivierung und Abspaltung der
Propeptide in-vitro nach Ansduerung erfolgt, wird angenommen, dafl die Aktivierung
in-vivo unter Beteiligung der sauren Vakuolen erfolgt (Schmid et al., 2001).

Die Cystein-Peptidase mit KDEL-Signal gehort einer eigenstdndigen Untergruppe von
hochhomologen Papain-artigen Peptidasen an. Man findet sie in Geweben, die den pro-
grammierten Zelltod (PCD) durchlaufen. Beispiele sind die hypogdischen Kotyledonen
von Vicia sativa (Becker et al., 1997), die reifenden Schoten von Phaseolus vulgaris
(Tanaka et al., 1991), die Samenanlagen von Pisum sativum (Cercos et al., 1999), die ver-
blithenden Bliitenblatter von Hemerocallis (Valpuesta et al., 1995) und Sandersonia au-
rantiaca (O'Donoghue et al., 2005), der den Keimling von Picea glauca umgebende Me-
gagametophyt (He und Kermode, 2003), sowie die epigdischen Kotyledonen von Vigna
mungo (Toyooka et al., 2000). Es gibt drei KDEL-Peptidasen in Arabidopsis (Gietl et al.,

2000), die zusammen mit der Ricinus CysEP in dieser Arbeit von Interesse sind.
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3.3 Programmierter Zelltod

Der Zelltod ist ein hochregulierter, genetisch festgelegter ProzeB, der essentiell fiir alle
vielzelligen Eukaryonten ist. Ganz allgemein lassen sich die Abldufe, die zum PCD fiih-
ren, in drei Phasen unterteilen: (1) Der Eingang der induzierenden Signale, (2) deren Ver-
arbeitung im Rahmen der Signaltransduktion und (3) die Tétigkeit der ausfiihrenden Orga-
ne (Roberts et al., 1999). Das Ziel der Zelltod-Enzyme bilden zwei distinkte Gruppen von
Proteinen, jene die fiir die Organisation und Aufrechterhaltung der Zellstruktur zustindig
sind und solche, die die Homoostase gewahrleisten (Thornberry et al., 1997). Dabei sind
spezifische Proteasen wichtiger Bestandteil eines Systems, das schnell und irreversibel
funktioniert. Die hieraus resultierende potentielle Lethalitdt aktiver Proteasen macht aller-
dings eine strenge Regulation der Zelltod-Vorginge auf den Ebenen von Transkription,
Translation, Kompartimentierung, Prozessierung und Inhibierung notwendig (Lam und
del Pozo, 2000a).

In Tieren wurden die Vorginge bei der Apoptose aufgeklért und die beteiligten Fakto-
ren charakterisiert. Neben einer Vielzahl von Regulatoren spielen die Caspasen, eine Fa-
milie von Cystein-Peptidasen mit einer Spezifitdt fiir Aspartat-Reste an P1, eine zentrale
Rolle bei der apoptotischen Signaltransduktion und Ausfiihrung (Salvesen und Boatright,
2004). Die Apoptose ist charakterisiert durch eine Reihe von morphologischen und bio-
chemischen Kennzeichen, wie Kernfragmentation und Fragmentation des Cytoplasmas in
apoptotische Korper, das Auftreten von Kern-DNA-Fragmenten, was eine Detektion durch
TUNEL-Assay (terminal desoxynucleotidyl! transferase-mediated dUTP nick end labeling)
ermoglicht (Gavrieli et al., 1992) und die abschlieBende Phagozytose durch Nachbarzellen
(Ubersichtsartikel von Cuervo, 2004).

Der PCD bei Pflanzen unterscheidet sich morphologisch insoweit, da3 apoptotische
Korper und Phagozytose nicht auftreten und von toten Pflanzenzellen i.d.R. die Zellwand
zuriickbleibt (Lam et al., 1999). Pflanzlicher Zelltod spielt sich in einer Vielzahl unter-
schiedlicher Zelltypen mit bestimmten Aufgaben ab. Das Ricinus-Endosperm wéhrend der
Keimung ist ein Beispiel fiir die Eliminierung eines Organs mit tempordrer Funktion
durch PCD (Schmid et al., 1999). Bei Pflanzen bezeichnet man den PCD von ganzen Or-
ganen wie Bliiten, Blittern und Friichten auch als Seneszenz (Hadfield und Bennett,

1997). Von besonderer Bedeutung fiir die Gefdfpflanzen und ihren Wasserhaushalt sind
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die, durch programmierten Zelltod (PCD) entstehenden Tracheen-Elemente (TE) des Xy-
lems (Ito und Fukuda, 2002). Wihrend tote Zellen nach Auflosung des Zellinhalts meist
kollabieren und Zellwandreste zuriickbleiben (Schmid et al., 2001), bleiben die TE auf-
grund ihrer druckstabilen Bauweise erhalten. Der PCD bei Pflanzen wird im Rahmen der
Entwicklung, unter Stressbedingungen, im Verlaufe der Seneszenz und als Antwort auf
Pathogeninfektion beobachtet (Lam et al., 1999). Seneszenz-Vorginge stehen in Verbin-
dung mit dem Ubiquitin-Proteasom-System (Y oshida et al., 2002).

Bei Pathogenbefall werden zwei Typen von Zelltod-Antworten der Pflanze unterschie-
den: (1) Resistenz mit schneller hypersensitive response (HR) am primiren Infektionsherd
(Heath, 2000) und (2) Erkrankung mit langsam verlaufenden Zelltodvorgéngen als Folge
von lokaler und systemischer Infektion (Shirasu und Schulze-Lefert, 2000). Bislang gibt es
keinerlei Hinweis fiir ein im Cytosol oder im Kern lokalisiertes proteolytisches System,
das der Caspase-Kaskade bei der Apoptose in Tieren entspriche (Lam und del Pozo,
2000a).

Im Gegensatz zu den gut untersuchten tierischen Modellsystemen (z.B. der Nematode
Caenorhabditis elegans) gibt es z. Zt. zwar zahlreiche Beispiele fiir an den Zelltodvorgén-
gen in Pflanzen beteiligte Proteasen wie z.B. die Ricinus CysEP (Schmid ef al., 1999), je-
doch kennt man in keinen Fall die exakte Funktion. Das liegt zum Teil am hohen Protease-
Hintergrund mit daraus resultierender undefinierbarer Fremdaktivitdt, aber auch am Fehlen

spezifischer Inhibitoren (Beers ef al., 2000).
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3.4 Peroxisomen und Glyoxysomen

Peroxisomen sind in allen eukaryotischen Zellen vokommende und von einer einfachen
Membran umgebene Organellen (DeDuve und Baudhuin, 1966). Sie wurden bereits in den
1950ern als microbodies elektronenmikroskopisch in Rattenleberzellen beschrieben (No-
vikoff et al., 1956). Eine wichtige Eigenschaft der Peroxisomen ist die metabolische Plas-
tizitdt, denn die verschiedenen Funktionen hidngen sowohl von Spezies und Zelltyp, als
auch von den Umweltbedingungen und vom jeweiligen Entwicklungszustand ab. Ein an-
schauliches Beispiel ist die lichtinduzierte Umwandlung der Glyoxysomen in Blatt-Per-
oxisomen in den ergriinenden Kotyledonen keimender Olsamen (Titus und Becker, 1985;
Sautter, 1986). Dem gegeniiber verdandert sich wahrend der Seneszenz der Metabolismus
dergestalt, daB3 sich Blatt-Peroxisomen in Glyoxysomen verwandeln (Vicentini und Mati-
le, 1993). Dieser Vorgang wurde auch nach Cadmium-Belastung beschrieben, kann also
durch abiotischen Stref induziert werden (del Rio, 2000).

Viele Stoffwechselwege in den Peroxisomen fiihren zur Bildung von Wasserstoffper-
oxid. Der Abbau dieser toxischen Verbindung durch das Leitenzym Katalase ist der fiir die
Peroxisomen charakteristische Prozel (Baudhuin et al., 1965; De Duve und Baudhuin,
1966). Dariiberhinaus sind Peroxisomen beteiligt an der a- und B-Oxidation der Fettséu-
ren, an der Synthese von Etherlipiden wie den Plasmalogenen, sowie an der Oxidation von
Harnsduren und Cholesterol. Stérungen der Peroxisomen-Biogenese sind die Ursache fiir

schwere Erkrankungen (Woodward und Bartel, 2005).

3.4.1 Glyoxysomale Fettmobilisierung

Ricinus-Endosperm ist im Gegensatz zum Endosperm der Gramineae ein lebendes Ge-
webe, das neben Protein vor allem Fett speichert. Wahrend der Keimung werden unter Be-
teiligung von Glyoxysomen, das sind auf den Fettabbau spezialisierte Peroxisomen, die
Speicherfette mobilisiert und im Zuge der Gluconeogenese in den Transportmetaboliten
Saccharose verwandelt (Breidenbach ef al., 1968; Beevers, 1979).

Reservefette werden im Endoplasmatischen Retikulum (ER) als Triglyceride (TAG)
synthetisiert und durch einen Abknospungsprozell mit einer Phospholipdmembran mit ein-

gebetteten Oleosinen ummantelt und als Olkérper (oil bodies) von etwa 1 pm Durchmes-
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ser gespeichert (Ubersichtsartikel von Huang, 1996). Die Fette werden bei der Mobilisie-
rung zunichst durch de-novo synthetisierte Lipasen der Membran in Glycerol und Fettsdu-
ren gespalten. Letztere werden dann in den Glyoxysomen in einer als f—Oxidation be-
zeichneten Reaktionsfolge stufenweise abgebaut. Dabei erfolgt zuerst die carboxytermina-
le Aktivierung iliber die Veresterung mit Coenzym A; der Fettsdure-CoA-Ester wird durch
Acyl-CoA-Oxidasen unter Mitwirkung von FAD-Coenzym reduziert, dann hydratisiert, in
Gegenwart von NAD" in B-Stellung oxidiert und schlieBlich wird durch Thiolase der akti-
vierte C,-Korper Acetyl-CoA abgespalten (Cooper und Beevers, 1969a; Graham und East-
mond, 2002).

Wihrend bei der mitochondrialen f—Oxidation in Sdugern Acetyl-CoA in den Citrat-
Zyklus einflie8t und der Energiegewinnung iiber die Atmungskette dient, miindet Acetyl-
CoA aus der glyoxysomalen f—Oxidation vor allem in die Gluconeogenese. Im Glyoxylat-
Zyklus mit den Enzymen Malatsynthase, Malatdehydrogenase, Citratsynthase, Aconitase
und Isocitrat-Lyase wird aus zwei Acetyl-CoA der C,-Korper Succinat generiert (Kornberg
und Krebs, 1957; Cooper und Beevers, 1969b). Die Enzyme der B-Oxidation sowie ein
Teil der Enzyme des Glyoxylat-Zyklus sind an die Glyoxysomen-Membran gebunden
(Bieglmayer et al., 1974). Succinat wird in den Mitochondrien zu Malat, dieses im Cyto-
plasma zu Saccharose metabolisiert, die im weiteren flir Keimung und Wachstum benotigt
wird (Beevers, 1979). Die beschriebenen Vorgénge sind in Abbildung 3.2 zusammenge-
fat (Gietl, 1992).
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3.4.2 Photorespiration der Blatt-Peroxisomen

Charakteristisch fiir die Blattperoxisomen hoherer Pflanzen ist die Photorespiration mit
den Enzymen des Glycolat-Weges (Tolbert ef al., 1968). Im Prinzip gelangen gro3e Men-
gen des Photosynthesenebenprodukts Glycolat, und zwar bis zu 50% des fixierten CO, aus
dem Calvin-Zyklus, aus den Chloroplasten in die Peroxisomen. In letzteren wird das Gly-
kolat unter H,O,-Verbrauch zu Glyoxylat oxidiert, zu Glycin transaminiert und in die Mit-
ochondrien transferiert. Dort wird aus zwei Glycin Serin gebildet, welches wiederum in
den Peroxisomen zu Hydroxypyruvat desaminiert wird, dann zu Glycerat reduziert und
nach Phosphorylierung wieder dem Calvin-Zyklus zugefiihrt wird (Tolbert, 1971). Die Ab-
laufe sind in Abbildung 3.3 zusammengefal3t (Gietl, 1992).

Naichste Seite:

Abbildung 3.3: Reaktionen, Kompartimentierung und der Transport von Zwischenprodukten des
Glycolat-Weges der Photorespiration. [Abbildung aus Gietl (1992); © 1992 Elsevier Science Ltd..]
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3.4.3 Weitere Stoffwechselablaufe in Peroxisomen

Im Zuge des oxidativen Stoffwechsels wird durch Flavin-Oxidasen das Zellgift Wasser-
stoffperoxid (H,0O,) erzeugt, welches, um oxidative Schiden zu vermeiden, an Ort und
Stelle durch die Katalase entfernt werden muf3 (McClung, 1997; Willekens et al., 1997).
Zu den Flavin-abhédngigen Oxidasen, die Elektronen auf molekularen Sauerstoff iibertra-
gen und dadurch H,O, generieren, gehoren die Acyl-CoA-Oxidasen der B-Oxidation (East-
mond et al., 2000), die Glycolat-Oxidase (Tolbert, 1971; Eastmond und Graham, 2001),
die Aminoxidasen (Medda et al., 1995) und die Urat-Oxidase (Schubert, 1986). Das von
der Xanthin-Oxidase (del Rio et al., 1992; Corpas et al., 1997) und einer membranstindi-
gen NADH-abhingigen Elektronentransportkette (Fang ef al., 1987; del Rio et al., 1992)
erzeugte Superoxid-Radikal (O,*) wird von der Superoxid-Dismutase entgiftet (del Rio
etal., 1998). Ein weiteres System fiir die Kompensation von oxidativem Stref ist der
Ascorbat-Gluthathion-Zyklus (Bunkelmann und Trelease, 1996; Jimenez ef al., 1997). Gut
erforscht ist die Rolle der Peroxisomen im Stickstoff- und Purin-Metabolismus bei Pflan-
zen (Huang et al., 1983; Schubert, 1986). Seit den 1990ern sind weitere Funktionen nach-
gewiesen worden, wie der Abbau der verzweigtkettigen Aminosduren (Zolman et al.,
2001; Lange et al., 2004), die Bereitstellung der osmotisch wirksamen Substanz Glycin-
Betain (Nakamura et al., 1997), die Beteiligung an der Synthese der Phytohormone Auxin
und Jasmonsdure (Stintzi und Browse, 2000; Feussner und Wasternack, 2002) und die
Kompensation von oxidativem Stre3 (Lopez-Huertas et al., 2000). Desweiteren spielen
Peroxisomen eine Rolle bei Seneszenz-Vorgidngen in Blittern; durch massive Produktion
von Reaktiven Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) wird eine Desintegrati-
on der Zelle und damit letztendlich der Zelltod herbeigefiihrt (Buchanan-Wollaston, 1997;
del Rio et al., 1998).

In jiingster Zeit hat sich herausgestellt, dall die Peroxisomen als organisierende Platt-
form und als Signalkompartiment fiir Entwicklung, Differenzierung und Morphogenese
fungieren. Einen Uberblick zu diesem aktuellen Thema geben Titorenko und Rachubinski
(2004). Als Botenstoffe fungieren Lipide, die beiden reaktiven Sauerstoffspezies H,O, und
0O, sowie das Signalmolekiil NO (Corpas et al., 2001). Im Kern lokalisierte Transkripti-
onsfaktoren wurden als Ziele identifiziert (Hu et al., 2002; Ma et al., 2002).
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3.4.4 Peroxisomales Targeting

Peroxisomale Membran- und Matrixproteine werden an freien cytosolischen Riboso-
men synthetisiert und post-translational in die bereits vorhandenen Organellen importiert
(Ubersichtsartikel von Subramani et al., 2000). Die meisten peroxisomalen Matrixproteine
besitzen eines von zwei charakteristischen Peroxisomalen Targetingsignalen (PTS1 und
PTS2) und werden fiir den Import in die Peroxisomen vom entsprechenden cytosolischen
Rezeptor Pex5p bzw. Pex7p erkannt und gebunden, der die Proteinfracht wiederum zum
Pex13p-Pex14p-Rezeptor-Komplex der Peroxisomenmembran bringt (Albertini et al.,
1997). In die Peroxisomen werden gefaltete und sogar oligomere Proteine importiert, was
den peroxisomalen Translokations-Apparat deutlich vom gut charakterisierten Protein-Im-
port anderer Organellen unterscheidet (Erdmann und Schliebs, 2005).

Die Mehrzahl der peroxisomalen Matrixproteine wird in ihrer reifen Form synthetisiert
und mit Hilfe eines C-terminalen Targetingsignals (PTS1), dem Tripeptid SKL oder einer
konservierten Variation davon, importiert (Gould et al., 1989; Neuberger et al., 2003).
Proteine mit PTS1 binden im Cytosol an den 16slichen Rezeptor Pex5p und werden von
diesem zum Pex13p-Pex14p-Rezeptor-Komplex der Peroxisomenmembran transferiert
(Kragler ef al., 1998; Dammai und Subramani, 2001; Costa-Rodrigues et al., 2005). Die
Translokation des Proteins in die peroxisomale Matrix hingt von den Faktoren Pex2p,
Pex10p und Pex12p ab (Dodt und Gould, 1996; Chang et al., 1999). Der Pex5p-Rezeptor
gibt seine Proteinfracht ins Peroxisomenlumen ab und wird zuriick ins Cytosol befordert,
woran die AAA-Peroxine Pex1lp und Pex6p, sowie das Ubiquitin-konjugierende Enzym
Pex4p (Brown und Baker, 2003) und Pex22p (Collins et al., 2000) beteiligt sind. Fiir den
PTS1-Rezeptor Pex5p wurde unlingst die Ubiquitinierung nachgewiesen (Platta et al.,
2004). Bei Pexlp und Pex6p handelt es sich um cytosolische und membranassoziierte
AAA-ATPasen der peroxisomalen Protein-Import-Maschinerie, deren Funktion im Detail
jedoch noch nicht bekannt ist (Brown und Baker, 2003). Die AAA-Peroxine vermitteln die
ATP-abhingige Freisetzung des PTS1-Rezeptors von der peroxisomalen Membran ins Cy-
tosol (Platta et al., 2005).

In den meisten eukaryontischen Organismen wurden einige Proteine, wie z.B die Thio-
lase in Pflanzen und Saccharomyces cerevisiae oder die Aminoxidase in Hansenula poly-

morpha mit einem PTS2, das ist ein sich innerhalb der ~30 ersten Aminosduren des
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N-Terminus befindendes Nonapeptid der Struktur RLX;HL oder einer Variation davon,
gefunden (Subramani et al., 2000; Petriv et al., 2004). Diese Gruppe von Proteinen wird
vom cytosolischen Rezeptor Pex7p erkannt und vom selben Protein-Import-Komplex, wie
oben fiir Proteine mit PTS1 beschrieben, ins Peroxisom geschleust (Stein et al., 2002).
Pex7p interagiert mit weiteren cytosolischen Faktoren; das sind bei S. cerevisiae die bei-
den funktionell redundanten Proteine Pex18p und Pex21p (Purdue et al, 1998), in hohe-
ren Eukaryonten Pex5pL, die lange Isoform von Pex5p (Braverman ef al., 1998) und in
Yarrowia lipolytica Pex20p (Titorenko et al., 1998). Die genannten PTS2-Rezeptor-spezi-
fischen Proteine besitzen keine Sequenz-Homologie, haben jedoch &hnliche Funktion
(Einwichter et al., 2001). Pex5pL und Pex18p/Pex21p interagieren mit Pex7p und trans-
portieren den beladenen Rezeptor zur Peroxisomenmembran, wogegen Pex7 fiir die Bin-
dung des PTS2 zustindig ist (Matsumura et al., 2000). Da Pex7p in Yarrowia lipolytica
bislang nicht identifiziert wurde, nimmt man an, daB3 Pex20p die Aktivititen von Pex7p
und Pex18p/Pex21p in sich vereint. Fiir Yarrowia lipolytica wurde gezeigt, dal Pex20p an
der fiir den Import notwendigen Oligomerisierung der Thiolase beteiligt ist. Da Pex20p
auch mit dem intraperoxisomalen Pex8p interagiert, ist es auch an nachfolgenden Ereignis-
sen des Imports beteiligt (Smith und Rachubinski, 2001).

Es gibt Hinweise, da3 Pex5p und Pex7p hinsichtlich ihrer Funktionen in Glyoxysomen
und Blatt-Peroxisomen unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen. Bei Arabidopsis hat die
Ausschaltung von Pex5p verringerte Aktivitdten sowohl in Glyoxysomen als auch in Blatt-
Peroxisomen zur Folge. Dem gegeniiber beeintrachtigte die Ausschaltung von Pex7p nur
die Funktion der Glyoxysomen (Hayashi ef al., 2005). Der PTS2-abhéngige Import ist bei
Arabidopsis notwendig fiir Embryo-Entwicklung, Keimung und vegetatives Wachstum
(Woodward und Bartel, 2005).

In hoheren Eukaryonten, wie Sdugern und Pflanzen wird das PTS2 abgespalten, nicht
jedoch in Hefen und Pilzen. Fiir die glyoxysomale Citrat-Synthase in Cucurbita wurde ge-
zeigt, dafl Cys an P2 zwar fiir die Prozessierung der hohermolekularen Vorstufe essentiell
ist, aber die nicht-prozessierte Citrat-Synthase mit dem N-terminalen Propeptid jedoch
trotzdem funktionsféhig ist (Kato ef al., 1996). Interessanterweise befindet sich bei den be-
kannten hohermolekularen Vorstufen ein Cys-Rest an P1 oder P2 (siehe Tabelle 3.1). Die
fiir die Abspaltung der Priasequenzen notwendigen Peroxisomalen Processing Peptidasen

in Sdugern und Pflanzen sind bislang noch nicht identifiziert worden. Im Rahmen dieser
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Arbeit wurde die Glyoxysomale Processing Peptidase von Citrullus vulgaris bearbeitet.
Das Arabidopsis-Genom (Arabidopsis Genome Initiative, 2000) wurde von Reumann

et al. (2004) nach Proteinen mit PTS1 oder PTS2 durchsucht. Dabei wurden etwa 220 Pro-

teine mit einem moglichen PTS1 und 60 Proteine mit einem moglichen PTS2 identifiziert

(Datenbank AraPerox; www.araperox.uni-goettingen.de; Reumann et al., 2004). Von den

gefundenen Proteinen konnten nur 24 (15%) den bekannten peroxisomalen Proteinen aus
Pflanzen zugeordnet werden; hierbei handelt es sich vor allem um Proteine des Grund-
stoffwechsels. Das Wissen iiber peroxisomale Matrix-Proteine mit regulatorischer Funkti-
on ist sehr begrenzt. Das ist in erster Linie darauf zuriickzufiihren, dal low-abundance
Proteine und induzierte Proteine wie Protein-Kinasen, Hitzeschockproteine und Proteasen

schwer identifizierbar sind.
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Tabelle 3.1: N-Terminus der hohermolekularen Vorstufen peroxisomaler Matrixproteine aus Pflanzen
mit einem Targeting Signal. Rot unterlegt ist das Nonapeptid, die Erkennungssequenz, im N-termina-
len Propeptid. ist der Cystein-Rest an P1 oder P2 beziiglich der markierten Spaltstelle
(]). Blau unterlegt ist der N-Terminus des reifen glyoxysomalen Matrixproteins.

Protein Species N-Terminus
Malat- Citrullus MQPIPDVNQRIARISAHLHPPKSQMEESSALRRANCR |
dehydro- AKGGAPGFKVAI
genase Cucurbita  MQPIPDVNQRIARISAHLHPPKYQMEESSVLRRANCR |
AKGGAPGFKVAI
Alfalfa ~ MEPNSYANSRITRIASHLNPPNLKMNEHGGSSLTNVHCR |
AKGGTPGFKVAI
Brassica ~ MPHKRIAMISAHLQPSFTPQMEAKNSVMGLESCR|
AKGGNPGFKVAI
Oryza ~ MEDAAAAARRMERLASHLRPPASQMEESPLLRGSNCR|
AKGAAPGFKVAI
Arabidopsis  MEFRGDANQRIARISAHLTPQMEAKNSVIGRENCR |
AKGGNPGFKVAI
Citrat- Cucurbita  MPTDMELSPSNVARHRLAVLAAHLSAASLEPPVMASSLEAHCV|
Synthase SAQTMVAPPEL
Arabidopsis MEISERVRARLAVLSGHLSEGKQDSPAIERWCT|
SADTSVAPLGS
Thiolase Cucurbita  MEKAINRQSILLHHLRPSSSAYTN-ESSLSASV(|
AAGDSASY
Mangifera MEKAINRQSILLHHLRPSNSSSHNYESALAASVC |
AAGDSAAY
Arabidopsis MEKAIERQRVLLEHLRPSSSSSHNYEASLSASAC |
LAGDSAAY
Brassica ~ MEKAMERQRVLLEHLRPSSSSSHSFEGSLSASAC |
LAGDSAAY

Acyl-CoA- Cucurbita  MASPGEPNRTAEDESQAAARRIERLSLHLTPIPLDDSQGVEMETC|]
Oxidase AAGKAKAKIEVD

Arabidopsis ' MESRREKNPMTEEESDGLIAARRIQRLSLHLSPSLTLSPSLPLVQTETC]
SARSKKLDVNGE
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3.5 Peroxisomale Peptidasen

Die Informationen iiber peroxisomale Peptidasen sind sparlich, wenngleich proteolyti-
sche Aktivitdt verschiedentlich nachgewiesen wurde (Gray et al., 1970; Komov et al.,
1988; Authier ef al., 1995). Del Rio und Mitarbeiter (Distefano et al., 1997) haben mittels
SDS-PAGE mit nachfolgendem Gelatine-Aktivititsgel eine betrdchtliche Anzahl von En-
dopeptidasen in Blattperoxisomen von Pisum sativum nachgewiesen, drei (EP2, EP4 und
EP5) mit Molekiilmassen von 88, 64 und 50 kDa in jungen Blittern und vier zusétzliche
(EP1, EP3, EP6 und EP7) mit Molekiilmassen von 220, 76, 46 und 34 kDa in seneszenten
Bléttern. Durch Klassen-spezifische Inhibitoren wurden EP1, EP3 und EP4 als Serin-Pep-
tidasen, EPS als mogliche Metall-abhidngige Serin-Peptidase, EP2 und EP6 als Cystein-
Peptidasen und EP7 als Metallopeptidase charakterisiert. Mit Antikorpern gegen eine Cys-
tein-Peptidase aus seneszenten Ovarien von Pisum sativum wurde eine weitere mogliche
64 kDa-Peptidase detektiert. In einer weiteren Arbeit (Distefano et al., 1999) wurde die
Rolle dieser Endopeptidasen im allgemeinen Proteinabbau im Rahmen der Blatt-Senes-
zenz beschrieben. Bis dato wurde jedoch keine der beschriebenen Peptidasen in-sifu loka-
lisiert oder sequenziert.

Eine in-silico Analyse des Arabidopsis-Genoms (Arabidopsis Genome Initiative, 2000)

auf mogliche peroxisomale Proteine erbrachte drei anhand des C-terminalen PTS1 SKL

bzw. PKL identifizierte Peptidase-Sequenzen (www.araperox.uni-goettingen.de; Reumann
et al., 2004).

e At5g47040 kodiert fiir ein Protein mit 888 Aminosduren, SKL-Terminus und ei-
nem Molekiilgewicht von 97,9 kDa. Bei dem zur E. coli Lon-Protease homologen
Protein handelt es sich um eine Serin-Protease (Clan SF, Familie S16; Barrett
et al., 2001b) mit Serin als Nucleophil in der katalytischen Tasche und der charak-
teristischen katalytischen Diade Ser-Lys (Besche und Zwickl, 2004).

e At2g41790 kodiert fiir ein Protein mit 970 Resten, PKL-Terminus und einer Mole-
kiilmasse von 111 kDa. Bei dem zur Insulinase (/nsulin-degrading enzyme, 1DE)
aus Maus homologen Protein handelt es sich um eine Zn-Metallopeptidase mit dem
fiir die Pitrilysin-Familie (Clan MB, Familie M16; Rawlings et al., 2001b) typi-
schen, inversen HXXEH-Zinkbindungsmotiv (Roth, 2004).
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* Atl1g28320 kodiert fiir ein Protein mit 709 Aminosiuren, SKL-Terminus und einer
Molekiilmasse von 76,1 kDa. Bei dem Protein handelt es sich um eine Trypsin-arti-
ge Serin-Protease vom Typ der Deg-Peptidasen mit der katalytischen Triade His-
Asp-Ser (Chung und Goldberg, 2004).

Zwischen den acht von Del Rio und Mitarbeitern nachgewiesenen peroxisomalen Pepti-
dasen (D1 Stefano et al., 1997) und den drei von Reumann und Mitarbeitern (2004) auf der
Grundlage einer Genom-Analyse vermuteten Peptidasen besteht eine auffdllige Diskre-
panz.

Die drei Proteasen werden im folgenden eingehend beschrieben.

3.5.1 Lon-Proteasen

Die Lon-Protease von E. coli (Protease La) war die erste beschriebene ATP-abhingige
Protease (Swamy und Goldberg, 1981). Sie wird vom lon-Gen kodiert und steht unter der
Kontrolle eines Hitzeschock-Promotors (Goff und Goldberg, 1985). Sie wird bei der An-
reicherung von fehlgefalteten Proteinen induziert, deshalb nimmt man an, dal} sie einer-
seits zur Qualitdtskontrolle von Proteinen beitridgt, indem sie mi3gefaltete oder anderswei-
tig fehlerhafte Proteine degradiert und andrerseits kurzlebige regulatorische Proteine ab-
baut (Van Melderen und Gottesman, 1999). Die Lon-Protease von Bakterien ist hochho-
molog zu den in den Mitochondrien von Eukaryonten vorkommenden Lon-Proteasen. Sie
wurden bei Sdugern (Desautels und Goldberg, 1982), Pflanzen (Malek et al., 1984) und
Hefen (Kutejova et al., 1993) beschrieben. Die entsprechende Hefe-Peptidase wurde als
PIM1-Protease (proteolysis in mitochondria; PIM1-Gen) bezeichnet. In Arabidopsis wur-
den fiir Lon-Proteasen drei kodierende Gene gefunden (Arabidopsis Genome Initiative,
2000): Lonl (Protein-ID AAB61060) wurde aufgrund der Homologie zu einer Lon-Pro-
tease in Hefe (Suzuki et al., 1994) in den Mitochondrien lokalisiert (Sarria et al., 1998).
Lon2 (Protein-ID AAC05085) wurde in-silico in den Chloroplasten lokalisiert, obwohl
kein Transitpeptid gefunden wurde (Adam et al., 2001). Dabei wurde {ibersehen, daf3 die
Protein-Sequenz ein C-terminales PTS1 besitzt und hochstwahrscheinlich in den Pero-
xisomen lokalisiert ist (Reumann et al., 2004). Dagegen gibt es Anhaltspunkte dafiir, da3
Lon3 (Protein-ID AAF26080) in den Chloroplasten lokalisiert ist (Adam et al., 2001).
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Die Lon-Proteasen besitzen zwei katalytische Doménen, eine ATPase-Doméne und
eine C-terminale proteolytische Doméne (Rasulova et al., 1998; Roudiak und Shrader,
1998). Die proteolytische Doméine mit Serin im aktiven Zentrum und der katalytischen
Diade Ser-Lys hat keinerlei Ahnlichkeit mit anderen Peptidasen, ist aber innerhalb der
Lon-Proteasen hochkonserviert. N-terminal von der Protease-Domine liegt die ATPase
Domine vom Walker-Typ mit konserviertem Walker A- (GPPGVGKTS bei PIM1) und
Walker B-Motiv (DEV/ID). Fiir die ATPase-Doméne von Lon-Proteasen wird wie bei an-
deren ATP-abhingigen Proteasen (z.B. CIpAP und HsIUV) der AAA"-Superfamilie inner-
halb der AAA-Proteine (47Pase-associated with a variety of celular activity) eine Chape-
ronfunktion angenommen. Analog zu anderen AAA-Proteinen ist es wahrscheinlich, daf3
innerhalb der Lon-Proteasen der variable N-Terminus an der Substraterkennung beteiligt
ist (Ogura und Wilkinson, 2001).

Die ATP-abhingigen Peptidasen assemblieren zu Molekiil-Komplexen, in deren
Mikrokompartimenten die Proteolyse reguliert ablduft. Die Angaben iiber die GroBe der
Komplexe variieren; fiir die PIM1-Protease mit einer 117 kDa-Untereinheit wurden
Hexamere (Kutejova et al., 1993), Heptamere (Stahlberg et al., 1999) und noch gréBere
Komplexe (Wagner et al., 1997) beschrieben. Die von Botos et al. (2004a,b) aufgeklirte
Kristallstrukturen der a-Subdoméne der ATPase und der C-terminalen Protease-Domine
der Lon-Protease aus E. coli zeigten eine hexamere Anordnung der Untereinheiten (siche
Abbildung 3.4). Die katalytischen Eigenschaften der Lon-Protease in E. coli sind
eingehend von Goldberg und Mitarbeitern untersucht worden (Ubersichtsartikel von
Chung und Goldberg, 2004). Die Biochemie der eukaryontischen Lon-Proteasen wurde
dagegen kaum untersucht, jedoch nimmt man aufgrund der vorhandenen
Sequenzhomologien mit der E. coli Lon-Protease dhnliche Eigenschaften an (de Walque
etal.,2002).

Da Peptidspaltung und ATP-Hydrolyse gekoppelt sind, ist die Lon-Protease zugleich
ATP-abhingige Protease und Protein-aktivierte ATPase (Waxman und Goldberg, 1982).
Die Energieabhéngigkeit a6t sich nicht thermodynamisch erkldren und im Verlaufe der
Proteolyse werden weder Protease noch Polypeptidsubstrat adenyliert oder phosphoryliert
(Waxman und Goldberg, 1985). Die Lon-Protease degradiert in Gegenwart von ATP und
Mg2* ungefaltete Polypeptide rasch zu kurzen Peptiden von 6-20 Aminosduren. Der ge-

schwindigkeitsbestimmende Schritt der Proteolyse ist die Freisetzung des gebundenen
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ADP; sie wird in Gegenwart von Polypeptid-Substraten stimuliert. Fiir jede gespaltene
Peptid-Bindung werden etwa zwei Molekiile ATP bendtigt (Menon und Goldberg, 1987),
jedoch konnten ATP-Hydrolyse und Proteolyse experimentell entkoppelt werden. Die
Ausschaltung des aktiven Zentrums durch kovalente Inhibierung (Waxman und Goldberg,
1982) oder Mutagenese (Fischer und Glockshuber, 1993) blockiert zwar die Proteolyse,
nicht jedoch die ATP-Hydrolyse und den die Proteolyse stimulierenden Einflu3 von Poly-
peptidsubstraten. Wahrend der Abbau von Polypeptiden von der ATP-Spaltung abhingt,
werden kurze Peptide am besten in Gegenwart von nicht-hydrolysierbaren ATP-Analoga
gespalten (Hilliard ez al., 1998). Nach ATP-Hydrolyse bewirken initiale Konformationsén-
derungen im AAA"-Modul eine Entfaltung der Substratkette, die Translokation des Sub-
strates zum aktiven Zentrum der Protease und die koordinierte Aktivierung der Protease
(Wickner et al., 1999; Zwickl et al., 2000; Maurizi und Li, 2001; Lupas und Martin,
2002).

Bei der ATP-abhédngigen Lon-Protease in E. coli handelt es sich um ein Hitzeschock-
protein, das mit der Chaperon-artigen ATPase-Domine fehlgefaltete Proteine erkennt und
degradiert (Chung und Goldberg, 2004). Bei regulér gefalteten Proteinen liegen diese Be-
reiche im Molekiilinneren verborgen und werden nicht ins Solvens exponiert (Maurizi,
1987). Die Substratspezifitit der Lon-Protease ist Chymotrypsin-artig und fiir die Spaltung
eines physiologischen Substrates mit kurzer biologischer Halbwertzeit, dem Zellteilungs-
regulator SulA, wurde eine Préferenz fiir Leu (und in geringerem Maf3e anderen hydropho-
ben und ungeladenen Resten) an P1, Ser an P1° und ein oder zwei Gln an P2-P5 gefunden
(Nishii et al., 2002). In den eukaryontischen Mitochondrien haben die ATP-abhidngigen
Peptidasen die Funktion der initialen Spaltung von Proteinen, die fiir die Degradation vor-
gesehenen sind, wogegen der weitere Abbau zu kurzen Peptiden und Aminosduren dann
von ATP-unabhédngigen Peptidasen vollzogen wird (Rep und Grivell, 1996). Allerdings
kann die Lon-Protease in-vitro selbst unabhingig von der ATP-Hydrolyse Oligopeptide
spalten (Hilliard et al., 1998). Die in der Mitochondrienmatrix von Eukaryonten beschrie-
benen Lon-Proteasen wurden nicht nidher untersucht (Wang et al., 1993; Kutejova et al.,
1993). Die PIM1-Protease von Saccharomyces hat in der Mitochondrienmatrix die Aufga-
be, die Funktionsfdhigkeit des mitochondrialen Genoms und der Atmungkette zu erhalten
(Suzuki et al., 1994). Es wurde beobachtet, dal die PIM1-Protease direkt und spezifisch

an mitochondriale Promotoren bindet (Fu und Markovitz, 1998). Bei fehlgefalteten Protei-
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nen verhindert die Assoziation mit Chaperon Hsp70, da3 diese zu Protease-resistenten in-
clusion-bodies aggregieren (Suzuki et al., 1994; Van Dijl et al., 1998). Die Lon-Protease,
die in den Pflanzen-Peroxisomen lokalisiert ist, konnte eine Funktion als StreBprotein er-
fiillen. Es ist anzunehmen, daf3 es im oxidierenden Milieu der Peroxisomen, hervorgerufen
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), zu irreversiblen Schidden an Proteinen kommt
(del Rio ef al., 1998). Solche Proteine miissen rasch entsorgt werden, um zu verhindern,

daB es zur Aggregation mi3gefalteter Proteine kommt.
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Vorherige Seite:

Abbildung 3.4: Struktur der E. coli Lon-Protease.

A: Bindermodell. N-terminal die iiberwiegend o-helikale ATPase a-Subdomiine (Botos ef al., 2004b),
C-terminal die Protease-Domiine mit katalytischer Ser-Lys-Diade (Botos et al., 2004a); beide Domii-
nen sind verbundenen durch den modellierten Linker. B und C: Hexamer der Protease-Domiine als
feste Oberfliche mit dem elektrostatischen Oberflichenpotential von rot (negativ) bis blau (positiv).
B: Seitenansicht. Unten die distale, oben die proximale Oberfléiche. C: Distale Oberfliche. Die aktiven
Zentren sind durch Kreise markiert, der axiale Kanal hat einen Durchmesser von ~18 A. D: Die ATP-
ase o-Subdomine (blau) und die Protease-Domiéne (gelb/orange) der E. coli Lon-Protease wurden
iiber die entsprechenden Domiinen der dhnlich aufgebauten ATPase-abhiingigen Protease HsIUV aus
Hemophilus influenzae (grau; PDB 1Kkyi) gelegt. [Abbildungen aus Botos et al. (2004); © 2004 Ameri-
can Society for Biochemistry and Molecular Biology.]

3.5.2 Metallopeptidasen der Pitrilysin-Familie

Cheng und Zipser (1979) identifizierten in E. coli eine Endopeptidase (Protease III) an-
hand ihrer Eigenschaft, B-Galaktosidase-Fragmente zu spalten. Swamy und Goldberg
(1981, 1982) zeigten, dal sich mit cytosolischen und periplasmatischen Extrakten die In-
sulin-B-Kette spalten 148t und daB3 die periplasmatische Aktivitdt (Pi-Aktivitdt) mit der
Protease III identisch ist. Bei der Peptidase handelt es sich um das Produkt des p#r-Gens
von E. coli, das mit 962 Aminosiduren ungewohnlich groB3 fiir ein bakterielles Protein ist
(Dykstra et al., 1984). Der Name Pitrilysin (EC 3.4.24.55) wurde 1992 durch die [UBMB
eingefiihrt.

Die Metallopeptidasen Pitrilysin wird durch das inverse Zinkbindungsmotiv HXXEH
charakterisierte (Becker und Roth, 1992) und ist der Prototyp fiir den Clan ME, die Pitrily-
sin-Familie M16 und die Subfamilie M16A (Barrett et al., 2001b). Pitrilysin ist eine Oli-
gopeptidase und zeigt keine Aminopeptidase- oder Carboxypeptidase-Aktivitit (Anastasi
et al., 1993). Die in-vivo-Funktion der periplasmatischen Peptidase Pitrilysin ist unklar,
in-vitro werden kleine Peptide degradiert (Cornista et al., 2004). Die Kristallstruktur wur-
de unléngst von Maskos et al. aufgekliart (PDB 1Q2L; 2003), ohne dal man dadurch der
biologischen Funktion ndher gekommen wire.

Das Interesse an Pitrilysin war wieder gestiegen, nachdem sich herausstellte, da3 sie
hochhomolog zur humanen Peptidase Insulysin (EC 3.4.24.56) ist (Affolter ef al., 1988).
Der Name Insulysin wurde 1992 von der IUBMB festgelegt. Eine in Leberextrakt von Rat-
ten gefundene Insulin-degradierende Aktivitit wurde von Mirsky und Broh-Kahn (1949)
dem Enzym Insulinase zugeordnet. Trotz ernormer Anstrengungen gelang es erst Shii und

Mitarbeitern (1986) die Insulinase aus humanen Erythrozyten zu reinigen und zu charakte-
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risieren. Das pH-Optimum liegt abhidngig vom Substrat zwischen 7 und 8,5 (Kirschner
und Goldberg, 1983; Shii et al., 1986). Die Aktivitdt wird durch Metallchelatoren wie
EDTA und 1,10-Phenanthrolin, sowie durch alkylierende Reagenzien und bemerkenswer-
terweise durch das Antibiotikum Bacitracin gehemmt (Shii ef al., 1986). In der Zelle
scheint Insulysin ein funktionelles Homodimer zu bilden (Ding et al., 1992). Das Peptid-
hormon Insulin wird in den Zielzellen aller Gewebe, vor allem jedoch im Leberparenchym
rezeptorvermittelt internalisiert (Levy und Olefsky, 1990; Becker et al., 1996) und in En-
dosomen oder im Cytoplasma abgebaut (Duckworth ez al., 1998). Ob, wo und in welchem
MaBe der Insulin-Abbau durch Insulysin erfolgt, wird nach wie vor kontrovers diskutiert,
denn Insulysin weist ein C-terminales PTS1-PKL auf und wurde im Leberparenchym von
Ratten nicht in den lytischen Vesikeln, sondern im Cytosol und in den Peroxisomen lokali-
siert (Authier et al., 1994). Die cDNA fiir Human-Insulin weist am 5'-Ende zwei AUG-
Start-Codons auf; daher besteht die Moglichkeit, daB3 zwei Formen mit unterschiedlicher
zelluldrer Lokalisation existieren (Aftholter et al., 1988). Im in-vitro-Versuch spaltete In-
sulysin das 27 Aminoséduren lange synthetische Propeptid der Ratten pra-Thiolase, prozes-
sierte jedoch nicht die komplette prd-Thiolase zur reifen Form (Authier et al., 1995).
Duckworth et al. (1994) beschreiben eine Assoziation von Insulysin und dem 26S-Pro-

teasoms, was eine Funktion in der Proteindegradation moglich erscheinen 1a6t.
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Abbildung 3.5: Bindermodelle der Mitochondrialen Processing Peptidase aus Hefe (links) und der
Zn-Metallopeptidase Pitrilysin aus E. coli (rechts). A: Die Mitochondriale Processing Peptidase aus
Hefe (Taylor et al., 2001) besteht aus zwei Untereinheiten von je etwa 50 kDa, der proteolytisch akti-
ven B-Untereinheit (linke Doméne, blau) und der proteolytisch inaktiven a-Untereinheit (rechte Do-
mine, gelb), die zusammen eine Zentralhohle bilden. Zwei Signalpeptide (COX IV 2-25, orange; MDH
2-17, violett) sind in der Zentralhdhle in gestreckter Konformation an zwei B-Stringe (rot) der Pro-
tease-Untereinheit gebunden. B: E. coli Pitrilysin (PDB 1Q2L; Maskos ef al., 2003) besteht aus einer
Substratkette von etwa 100 kDa und besitzt einen der MPP iihnlichen Aufbau mit zwei Hemisphéren
und vier ausgedehnten B-Faltblittern. [(A) aus Taylor ef al. (2001); © 1992 Elsevier Science Ltd..
(B) mit Swiss PDB Viewer (Guex et al., 1999) erstelit.]

3.5.3 Deg-Proteasen

Goldberg und Mitarbeiter (Swamy und Goldberg, 1981) isolierten aus E. coli neun ver-
schiedene Endopeptidasen, darunter die Protease Do, eine oligomere Serin-Protease von
~500 kDa (Swamy et al., 1982). Da die Peptidase eine wichtige Funktion in der Degradati-
on von periplasmatischen Proteinen hat, wurde das entsprechende Gen degP (degrading of
proteins) und das Protein DegP genannt (Strauch et al., 1989). Unabhédngig davon wurde
gefunden, dal3 E. coli DegP als Hitzeschockprotein (high temperature requirement, htrA)
fiir das Wachstum oberhalb von 42°C benétigt (Lipinska et al., 1990).

Bei DegP handelt es sich um eine Serin-Endopeptidase der S1C-Familie mit der fiir
Trypsin-artige Proteasen charakteristischen katalytischen Triade His-Asp-Ser und zwei
PDZ-Dominen am C-Terminus (Pallen und Wren, 1997). PDZ-Doménen gehoren zu den
am meisten verbreiteten modularen Protein-Interaktionsdominen in Metazoen (Uber-
sichtsartikel von Harris und Lim, 2001). Durch Sequenzvergleiche wurden Homologe zu
PDZ-Domaéinen auch bei Pflanzen identifiziert (Pointing, 1997). Die primére Funktion von
PDZ-Dominen besteht in der Erkennung eines ~5-Reste-Motivs, das sich i.d.R., jedoch

nicht zwingend, am C-Terminus des Interaktionspartners befindet (Doyle et al., 1996). Sie
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bestehen aus einer ~90-Aminosduren-Polypeptidkette mit sechs B-Stringen und zwei
a-Helices in einer kompakten globuldren Faltung, wobei N- und C-Terminus in enger
Nachbarschaft liegen (Harrison, 1996). Die Deletion der PDZ-Doménen hat eine Auswir-
kung auf die Funktion der Protease (Spiess et al., 1999).

Das 48 kDa-Monomer von DegP assembliert zu Hexameren von ~300 kDa, dessen
Struktur von Krojer et al. (2002) aufgekldart wurde (siche Abbildung 3.6). Ein
DegP-Hexamer besteht aus zwei sandwichartig iibereinandergelagerten trimeren Ringen,
deren Protease-Doménen sich vom Solvens abgeschirmt in einem Innenraum befinden und
umgeben sind von den sehr beweglichen PDZ-Dominen, die die Seitenwinde bilden.
Krojer et al. (2002) beschreiben zwei Konformationen des Hexamers, eine unzugingliche
geschlossene und eine offene Konformation. Bei letzterer liegen die katalytischen Zentren
jedoch nicht in einer aktiven Konformation vor, weil sie durch Interaktion jeweils dreier
Loops blockiert sind. E. coli DegP wurde bei 18°C in einem Temperaturbereich
kristallisiert (Krojer et al., 2002), in dem von Ehrmann und Mitarbeitern im in-vitro-Assay
keinerlei proteolytische Aktivitit festgestellt wurde (Spiess et al., 1999). Maurizi (2002)
nimmt an, daB3 die von Krojer et al. (2002) beschriebene geschlossene Konformation
ginzlich inert ist und daf3 es sich bei der offenen Konformation mit blockierten aktiven
Zentren um die Chaperon-Funktion handelt. Die proteolytisch aktive Form besitzt
ebenfalls eine offene Konformation; hier treten die PDZ-Doméanen mit Substratmolekiilen
in Wechselwirkung und leiten diese zu den aktiven Zentren weiter. Das ist konsistent mit
der Beobachtung, daB3 E. coli DegP in-vitro unter 28°C proteolytisch inaktiv ist und als
Chaperon fungiert und erst mit hoheren Temperaturen ansteigende Proteaseaktivitit zeigt
(Skorko-Glonek et al., 1995; Spiess et al., 1999). Anders als bei den Chaperon-
assoziierten Proteasen mit ATPase-Subdoménen, wie z.B. FtsH und Clp (Gottesmann
etal., 2003), ist die Chaperonfunktion bei DegP ATP-unabhingig, denn die unter
StreBbedingungen akkumulierten potentiellen Substrate sind bereits teilweise entfaltet
(Lipinska et al., 1990).

DegP degradiert in-vitro das unstrukturierte Substrat B-Casein, nicht jedoch Proteine in
nativer Konformation und synthetische Peptide (Skorko-Glonek et al., 1995). An P1 wer-
den die unpolaren verzweigten Aminosduren Val und Ile bevorzugt, jedoch scheint es im
Rahmen der Spaltspezifitit zusitzliche strukturelle Determinanten zu geben (Kolmar

et al., 1996). Die proteolytische Aktivitdt steigt von 37°C bis 55°C an und fallt dariiber bis
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60°C steil ab. Es ist keine pH-Abhingigkeit der Aktivitit im pH-Bereich von 4,8-10 zu er-
kennen. DegP wird von DFP, einem irreversiblen Inhibitor von Serin-Proteasen, nicht je-
doch vom Serin-Proteasen-Hemmer PMSF inhibiert (Lipinska ef al., 1990; Skorko-Glonek
etal., 1995).

A N

Molekiil A

Abbildung 3.6: Kristallstruktur von E. coli DegP (Krojer et al., 2002).

A: Bindermodell des Monomers aus Molekiil B mit unterschiedlich farbigen Doménen. N-Terminus,
blau; Protease, griin; PDZ1, gelb; PDZ2, rot. Die Reste der katalytischen Triade sind als Ball-Stiib-
chen-Modell wiedergegeben. Die Sekundirstrukturelemente (a-Helices durch Buchstaben, B-Stringe
durch Zahlen), die Termini des Proteins und die nicht durch Elektronendichte definierten Regionen
sind gekennzeichnet. B: Aufsicht (links) und Seitenansicht (rechts) des DegP-Hexamers, oben von Mo-
lekiil A, unten von Molekiil B. Die Elektronendichte von PDZ2 war im Molekiil A nicht definiert. [Ab-
bildungen aus Krojer et al. (2002); © 2002 Macmillan Publishers Ltd..]

Zwei weitere verwandte Deg-Proteasen bei E. coli, DegS und DegQ dienen der Kom-
pensation von Faktoren wie erhohter Temperatur oder oxidativem Stress (Waller und Sau-
er, 1996; Pallen und Wren, 1997). DegQ (HhoA) zeigt dhnliche Eigenschaften wie DegP
und ist ebenfalls im Periplasma lokalisiert (Kolmar et al, 1996). Die Protease DegS
(HhoB) ist im Gegensatz zu DegP {iber eine N-terminale Domine fest in der cytoplasmati-
schen Membran verankert und ragt in den periplasmatischen Raum hinein. Sie aktiviert,
induziert vom C-Terminus mi3gefalteter Porine aus der d&ulleren Membran (OMPs), iiber
eine proteolytische Kaskade mit anschlieBender Signaltransduktion durch die innere Mem-
bran die Transkription von streBassoziierten Genen (Walsh et al., 2003; Wilken et al.,
2004).
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Die homologe Protease HtrA2/Omi aus Siduger-Mitochondrien unterscheidet sich von
DegP zum einen im Aufbau, da die Monomere nur eine PDZ-Domine aufweisen und zu
einem Trimer assemblieren, andererseits aber auch in ihrer Funktionsweise, denn die kon-
stitutiv in aktiver Konformation vorliegenden aktiven Zentren werden durch die PDZ-Do-
minen sterisch blockiert und erst nach Aktivierung freigegeben. Interessanterweise sind
die Monomere von HtrA2/Omi proteolytisch inaktiv, dagegen sind HtrA-Fragmente, de-
nen die PDZ-Domine fehlt (also die isolierte Protease-Domaéne), ebenso proteolytisch ak-
tiv, wie die Trimere dieser Fragmente (Li et al., 2002). Deg-Proteasen sind in allen Orga-
nismen von Bakterien bis zu den Pflanzen vertreten und wurden im Periplasma von gram-
negativen Bakterien, im ER und in den Mitochondrien von Eukaryonten, in den Chloro-
plasten von Pflanzen, sowie im Extrazellularraum nachgewiesen (Wilken et al., 2004).
Autbau und Funktionsweisen der vier Deg-Proteasen DegS, HtrA, DegP und DegQ sind
vergleichend in Abbildung 3.7 zusammengefalit (Kim und Kim, 2005).
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Abbildung 3.7: Schematische Modelle der Aktivierungsmechanismen bei Proteasen der HtrA-Familie.
A: E. coli DegS. Die reversible Aktivierung von DegS wird durch die Bindung des OMP-Signals an die
starre PDZ-Domine bewirkt, dabei werden Konformationsinderungen im Bereich der katalytischen
Triade induziert. B: Humanes HtrA. Die iiber einen flexiblen Loop mit der Protease-Domiine verbun-
dene PDZ-Domine blockiert das aktive Zentrum und gibt dieses nach Aktivierung frei.
C: E. coli DegP. DegP zeigt entweder Chaperon- (links) oder Protease-Aktivitit (rechts), wobei der
funktionelle Wechsel von den PDZ-Dominen reguliert wird. D: Thermotaga maritima HtrA (homolog
zu E. coli DegQ). Eine kurze deckelartige a-Helix (H,) blockiert das aktive Zentrum bei niedrigen
Temperaturen. Bei hohen Temperaturen wird H, angehoben und ermdéglicht den Zutritt zum aktiven
Zentrum. Die primére Funktion der PDZ-Doméinen von DegQ ist die Bildung der Seitenwand, die fiir
die Kontrolle des Substratzutritts zum aktiven Zentrum erforderlich ist. [Abbildungen aus Kim und
Kim (2005); © 2005 Korean Society for Biochemistry and Molecular Biology.]
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Deg-Proteasen in Pflanzen

Das Arabidopsis-Genom enthilt 16 Gene (DEGI-16) die flir Deg-Proteasen kodieren
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), wovon auf der Grundlage von in-silico-Analysen
mindestens vier in den Chloroplasten, sechs in den Mitochondrien und drei in einem von
beiden Organellen lokalisiert sein sollen. Bei drei weiteren Deg-Peptidasen ist eine eindeu-
tige Lokalisation nicht moglich (Huesgen et al., 2005). Bemerkenswerterweise sind die
verschiedenen Deg-Peptidasen in Arabidopsis enger miteinander verwandt, als Peptidasen
gleicher Bezeichnung aus verschiedenen Organismen, weshalb von Adamska und Mitar-
beitern die Umbenennung der Arabidopsis-Proteasen DegP1-16 in Degl-16 vorgeschlagen
wird (Huesgen et al., 2005).

Degl, Deg5 und Deg8 sind im Thylakoidlumen lokalisiert (Itzhaki et al., 1998; Peltier
et al., 2002; Schubert et al., 2002). Degl und Deg8 sind zueinander hoch homolog und
Deg5 ist zwar beziiglich der Protease-Doméne zu ersteren homolog, besitzt jedoch keine
PDZ-Domaine. Bislang sind nur Degl (Chassin et al., 2002) und Deg2 (Haussuhl et al.,
2001) biochemisch charakterisiert.

In E. coli Giberexprimiertes Arabidopsis Degl spaltet in-vitro sowohl in der monomeren
Form, als auch in der hexameren Form das nichtphysiologische amorphe Substrat -Ca-
sein, sowie Proteine des Thylakoidlumens; dabei steigt die proteolytische Aktivitét mit der
Temperatur an und zeigt ein Aktivititsmaximum beim pH 6 (Chassin et al., 2002). Wih-
rend Degl ein eher breites Substratspektrum zu haben scheint und die genaue Funktion
unklar ist, wurde fiir Deg2 eine spezifische Funktion im Umsatz des Chloroplastenmem-
bran-Proteins D1 des Photosystems II gefunden (Mizusawa et al., 2003). Dabei wird D1 in
zwei Schritten gespalten, zuerst in einem stromaseitigen Loop durch Deg2 und im zweiten

Schritt durch die Zn-Metallopeptidase FtsH der Thylakoidmembran (Lindahl ez al., 2000).
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3.6 Protein Processing oder limitierte Endoproteolyse

Die limitierte Endoproteolyse von biologisch inaktiven Polypeptid-Prakursoren ist ein
evolutiondr alter Mechanismus, durch den biologisch aktive Proteine generiert werden
(Ubersichtsartikel von Seidah und Chrétien, 1997). Beispiele aus dem Bereich der Human-
biologie sind die Aktivierung der Zymogene der Pankreas-Verdauungspeptidasen Trypsin
und Chymotrypsin (Neurath, 1989), die Insulin-Biosynthese (Steiner et al., 1967) und die
Freisetzung von Neuro- und endokrinen Peptid-Hormonen wie -Endorphin bzw. Adreno-
corticotropin. Bei Pflanzen sind vor allem die Processing Peptidasen in Mitochondrien und
Chloroplasten erforscht worden. Da es bisher keinerlei Anhaltspunkte fiir die peroxisoma-
le Protein-Prozessierung gibt, ist es sinnvoll sich einen Uberblick iiber die bereits bekann-

ten Prozessierungsmechanismen zu verschaffen.

3.6.1 Proprotein-Convertasen

In Eukaryonten werden zahlreiche sekretierte Proteine und Peptidhormone von Calci-
um-abhingigen Serin-Proteasen, den Proprotein-Convertasen (PC), aus hohermolekularen
Vorstufen zurechtgeschnitten (Henrich et al., 2005). Die sieben PCs in Sdugern und das
orthologe Kexin in Saccharomyces sind Multidomadnen-Proteine bestehend aus einer kata-
lytischen Domaéne, einer konservierten P-Doméne, die essentiell fiir die Faltung innerhalb
des ER ist, und einer variablen, oft Cys-reichen Doméne, an die sich bei manchen Propro-
tein-Convertasen C-terminal eine Transmembran- und eine kurze cytosolische Doméne an-
schlieft. Das aktive Zentrum umfalit die konservierte katalytische Triade vom Subtilisin-
Typ bestehend aus Asp, His und Ser, sowie ein Oxyanion-stabilisierendes Asn (Lusson e?
al., 1997). Die Spaltung der Substrate erfolgt sehr spezifisch nach mehreren basischen
Resten. Eines der Haupterkennungsmotive ist (R/K)-X,-(R/K)] (n=0, 2, 4 oder 6; X kann
jede AS sein auBBer Cys), wobei an P1 bevorzugt Arg auftritt. Die Feinregulierung der Sub-
stratspezifitit wird liber die P'-Reste und die X-Reste distal vom basischen Rest an P1 de-
finiert (Jean et al., 1995).

Mit den Proprotein-Convertasen ist das Subtilisin-Kexin-Isoenzym-1 (SKI-1) verwandt,
der wichtigsten Processing-Peptidase im ER bei Sdugern (Seidah et al., 1999). Das
Haupterkennungsmotiv fiir die spezifische Spaltung ist (R/K)-X-(V/L/)-Z| (wo-
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bei Z # Pro, Glu, Asp und Cys; X ist oft basisch). Ein Orthologes wurde auch in Arabi-
dopsis identifiziert (Seidah und Chretien, 2004).

3.6.2 Processing Peptidasen

Eine spezifische Gruppe von intrazelluliren Peptidasen, die als Processing Peptidasen
bezeichnet werden, sind notwendig fiir die Abspaltung der Signalsequenzen von neusyn-
thetisierten Proteinen wiahrend oder nach dem Import ins spezifische Organell. Gut unter-

sucht sind die Processing Peptidasen in Mitochondrien und Chloroplasten.

3.6.2.1 Mitochondriale Processing Peptidasen

Die meisten hohermolekularen Vorstufen mitochondrialer Proteine besitzen eine N-ter-
minale Signalsequenz, die sie durch Interaktion mit den Chaperonen Hsp70 und Hsp90,
sowie den Translokasen des &uBleren und inneren Mitochondrienmembran-Komplexes
(TOM- bzw. TIM-Komplex) in den Intermembranraum und die Mitochondrienmatrix be-
fordert (Neupert et al., 1997; Young et al., 2003). Beim Import von Prikursoren von mit-
ochondrialen Proteinen interagiert mitochondriales Hsp70 {iber eine Bindungsstelle (97%
der Pflanzenmitochondrien-Prisequenzen besitzen eine Hsp70-Bindungsstelle) mit dem
Signalpeptid und fungiert als molekularer Motor, indem es die Polypeptidkette unter ATP-
Verbrauch durch die Mitochondrienmembranen zieht (Zhang und Glaser, 2002). In der
Mitochondrienmatrix spaltet die Mitochondriale Processing Peptidase (MPP; EC
3.4.24.64) das i.d.R. 20-60 Aminosduren lange Signalpeptid der meisten Vorldufer-Protei-
ne in einem Schritt ab und generiert das reife Protein (Taylor et al., 2001; Kitada et al.,
2003). Einige Proteine der inneren Membran und Matrix werden zweistufig prozessiert,
sie enthalten C-terminal vom, durch die MPP abgespaltenen, Signalpeptid ein weiteres
Oktapeptid mit dem Motiv (F/L/1)-X,-(S/T/G)-X,|, das von der Mitochondrialen Interme-
didren Peptidase (MIP; EC 3.4.24.59, Subfamilie M3A, HEXGH-Zinkbindungsmotiv; ~75
kDa in Sdugern) abgespalten wird (Kalousek ef al., 1988, 1992). Bei Hefe besitzen cytoso-
lisch synthetisierte und fiir den Intermembranraum vorgesehene Proteine (z.B. Cytochrom
c;) ebenfalls eine zweite Signaldoméne, die nach Re-Export in den Intermembranraum
vom Inneren Membran Peptidase-Komplex (IMP; EC 3.4.21.89, Subfamilie S26A) beste-
hend aus den zwei Peptidasen IMP1 und IMP2 abgespalten wird (Schneider ef al., 1994).

55



Einleitung

Die Mitochondrialen Processing Peptidasen (MPP, Subfamilie M16B) bilden eine der
drei Subfamilien innerhalb der Pitrilysin-Familie. Die MPP wurde von Schatz und Mitar-
beitern in Extrakten mitochondrialer Matrix aufgrund ihrer Fihigkeit, synthetische mi-
tochondriale Vorldufer-Proteine zu spalten, entdeckt (Bohni et al., 1980). Sie wurden zu-
erst aus Neurospora crassa isoliert (Hawlitschek ez al., 1988) und dann in weiteren Orga-
nismen gefunden. In Neurospora crassa ist die MPP ein 110 kDa-Hetero-Dimer zweier
homologer Untereinheiten, einer katalytisch inaktiven a-Untereinheit (a-MPP) von 57 kDa
und einer aktiven B-Untereinheit (B-MPP) von 52 kDa. Die enzymatische Aktivitit hdangt
von zweiwertigen Metallionen wie Zn?* oder Mn?" ab und wird von Metallchelatoren wie
EDTA gehemmt. Bei N. crassa ist die B-Untereinheit identisch mit dem Core I-Protein des
bc,-Komplexes der Atmungskette und hat sich als bifunktionelles Protein herausgestellt
(Schulte et al., 1989). In Pflanzen ist die MPP in der inneren Mitochondrienmembran lo-
kalisiert und a- und B-Untereinheiten entsprechen dem Core II- bzw. Core I-Protein des
Ubiquinol-Cytochrom c-Oxidoreduktase-Komplexes (Cytochrom be;-Komplex oder Kom-
plex III der Atmungskette); jedoch ist die proteolytische Aktivitit unabhingig vom Elek-
tronenflul (Emmermann und Schmitz, 1993; Braun und Schmitz, 1995). Die Kristallstruk-
tur der MPP aus Hefe wurde von Deisenhofer und Mitarbeitern aufgeklart (Taylor et al.;
2001).

Wihrend die mitochondriale Importmaschinerie helikale Konformationen der Signalse-
quenz erkennt (Abe et al., 2000), deren Bildung durch den hohen Anteil an basischen Res-
ten begiinstigt ist (Roise et al., 1986), ist fiir die Prozessierung eine Konformationsinde-
rung notwendig, denn das Polypeptidsubstrat wird in flexibler gestreckter Anordnung ge-
bunden. Innerhalb der Substrathohle geht die Hauptkette Wasserstoffbriickenbindungen
mit B-Strangen der katalytisch inaktiven a-MPP ein (siehe Abbildung 3.5A, Taylor et al.,
2001). Die Oberflachenladung der Substrathohle ist negativ, demgegeniiber weisen Signal-
sequenzen mitochondrialer Proproteine einen Uberschul an basischen Resten und damit
an positiven Ladungen auf. Hinsichtlich des Substrats besteht eine Priaferenz fiir Arg an P2
(,,proximales Arg*) sowie weiteren basischen Aminosduren 3-10 Reste distal von P2,
einen aromatischen oder selten auch hydrophoben Rest an P1° und polare Reste an P2’ und
P3’ (Hendrick et al., 1989; Ogishima et al., 1995; Song et al., 1996; Song et al., 1998).
Trotzdem bleibt vo6llig unklar, wie die MPP spezifisch unterschiedliche Prasequenzen von

mehreren hundert Proproteinen erkennt (Mukhopadhyay et al., 2002). Zhang et al. (2001)
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nehmen an, daB3 Tertidrstrukturelemente eine Hauptdeterminante der Substraterkennung
darstellen. a-MPP weist einen konservierten Glycin-reichen flexiblen Oberflichen-Loop
(Reste 284-301) auf, der sich an der Aullenseite des Molekiils in der Ndhe des aktiven
Zentrums befindet und der, wie Versuche mit Deletionsmutanten gezeigt haben, fiir die en-
zymatische Aktivitit essentiell ist (Nagao et al., 2000). Die f-Untereinheit mit dem inver-
sen Zinkbindungsmotiv HXXEH vollzieht die Spaltung der Peptidbindung durch koordi-
nativ an Zink gebundenes und durch den Glutamat-Rest polarisiertes (,,aktiviertes*) Was-
ser, das nucleophil den Carbonyl-Kohlenstoff der Peptidbindung angreift.

Die MPP ist homolog zur Stroma Processing Peptidase (SPP) in Chloroplasten, die

ebenfalls der Pitrilysin-Familie zugerechnet wird.

3.6.2.2 Chloroplasten Stroma Processing Peptidase

Die kernkodierten Proteine des Chloroplasten-Proteoms werden an freien Ribosomen
des Cytoplasmas als hohermolekulare Vorstufen mit N-terminalen Transitpeptiden synthe-
tisiert. Mittels zweier heterooligomerer Proteinkomplexe der &ueren und inneren Chloro-
plastenmembran (Toc- bzw. Tic-Translokon) werden die Proteine importiert und anschlie-
Bend die Transitpeptide entfernt (Vothknecht und Soll, 2003). Die allgemeine Stroma Pro-
cessing Peptidase (SPP) fungiert als prozessierendes Enzym im Chloroplasten (Robinson
und Ellis, 1984; Richter und Lamppa, 1998). Proteine, die fiir das Thylakoidlumen vorge-
sehen sind, wie z.B. Plastocyanin, besitzen zweiteilige Transitpeptide, die zundchst von
der SPP und im zweiten Schritt durch eine Signalpeptidase der Thylakoidmembran prozes-
siert werden (Hagemann et al., 1986).

Die Aminosduresequenz der Transitpeptide divergiert stark; Transitpeptide besitzen
eine Linge von 31 bis 142 Aminosduren, haben keine offensichtliche Konsensus-Sequenz
und wahrscheinlich keine Sekundérstrukturelemente, sondern liegen als random coil vor
(von Heijne und Nishikawa, 1991). Transitpeptide enthalten vermehrt die hydroxylierten
Aminoséduren Serin und Threonin, wenig saure Aminosduren und tragen basische Reste in
der C-terminalen Region (Claros et al., 1997; Emanuelsson et al., 1999). Die wenigen bis
heute bekannten Spaltstellen tragen Lys/Arg an P1 und neutrale Reste an P2 und P1' (Bru-
ce, 2001). Das Transitpeptid verbleibt zunidchst nach dem Prozessieren am Enzym und
wird erst nach weiterer Spaltung freigesetzt (Richter und Lamppa, 1999). Die SPP besitzt
wie Insulysin und B-MMP das fiir die M16 Pitrilysin-Familie typische inverse Zinkbin-
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dungsmotiv HXXEH (Becker und Roth, 1992). Einige Chloroplasten-Importsignale wer-
den auch von der MPP prozessiert, jedoch nicht an den authentischen Spaltstellen (Brink
etal., 1994).

Im Lysat von Chlamydomonas reinhardtii (Dobberstein et al., 1977) und in isolierten
Chloroplasten von Pisum sativum (Smith und Ellis, 1979) wurde in-vitro die prozessieren-
de Aktivitdt gegeniiber dem Priakursor der kleinen Untereinheit der Rubisco (preRBCS)
nachgewiesen. Die SPP-Aktivitit von Chlamydomonas eluiert liber Gelfiltration als 90
kDa-Protein und ist insensitiv gegeniiber divalenten Chelatoren (Chreighton et al., 1993;
Su und Boschetti, 1993). In Pisum wurden zwei monomere SPP-Isoenzyme mit 143 kDa
und 145 kDa gefunden (Oblong und Lamppa, 1992). Die prozessierende Aktivitit ist in-
vitro ATP-unabhéngig und wird durch EDTA, EGTA und 1,10-Phenanthrolin gehemmt
(Robinson und Ellis, 1984). Die Tatsache, daB3 es in Weizen, einer Monokotylen, zwei
SPP-Formen mit ~100 kDa und 110 kDa identifiziert wurden, deutet darauf hin dal3 die
SPP innerhalb der Pflanzen eine gewisse Heterogenitdt zeigen (Oblong und Lamppa,
1992).

Liz und Sousa (2005) wiesen in einem erst kiirzlich erschienenen Ubersichtsartikel dar-
auf hin, daBl im Gegensatz zu den gut untersuchten Verhéltnissen in Mitochondrien und
Chloroplasten die Peroxisomalen Processing Peptidasen nach wie vor nicht identifiziert

wurden.
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3.7 Zielsetzung

Die Rolle der Cystein-Endopeptidase (CysEP) mit dem C-terminalem ER-Riickhaltesi-
gnal KDEL im Programmierten Zelltod des seneszierenden Endosperms von Ricinus com-
munis ist gut belegt (Gietl ef al., 1997; Gietl und Schmid, 2001). Allerdings ist das Sub-
strat und deshalb auch die exakte Funktion nicht bekannt. Eine denkbare Funktion wére
der Abbau cytosolischer Proteine sowie Zellwandproteine wie Extensine fiir die Riickfiih-
rung der entsprechenden Degradationsprodukte an weiterlebende Gewebe der Pflanze.

Um Hinweise auf die Substratspezifitit der Ricinus CysEP zu erhalten, wurde der Kom-
plex der nativen Ricinus CysEP mit dem kovalent gebundenen Inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-Chloromethylketon kristallisiert. In einem weiteren Ansatz zur Klarung
der Substrat- und Spaltspezifitit erfolgte die biochemische Analyse des proteolytischen
B-Casein-Verdaus.

Nach Minamikawa und Mitarbeitern sind in Vigna mungo mit einer KDEL-Peptidase
gefiillte Vesikel (KV-Vesikel) nach Fusion mit Proteinspeichervakuolen (PSV) an der Mo-
bilisierung von Speicherproteinen beteiligt (Toyooka et al., 2000). In Endosperm von kei-
mendem Ricinus ist dies nicht anzunehmen, da die SpeichereiweiBmobilisierung (Tag 1-2)
zeitlich deutlich vom PCD getrennt ist (Tag 5-7; Gietl ef al., 1997). Um eindeutig zu bele-
gen, dall Ricinosomen in Ricinus communis am PCD beteiligt sind und nicht an der Spei-
chermobilisierung, wurden reifende Samen, also eindeutig Gewebe zum Zeitpunkt der
Speicherbildung, untersucht.

Um die Funktion und Gewebespezifitit der drei KDEL-Peptidasen in Arabidopsis zu
untersuchen, wurden transformierte Pflanzen, die Glucuronidase (GUS) unter der Kontrol-
le der drei Promotoren von A¢!CEPI, AtCEP2 und AtCEP3 exprimieren (Gietl und Schmid,
2001), hinsichtlich ihrer Funktion analysiert. Dabei wurden Ort und Zeitpunkt der Expres-
sion erfasst und durch Licht- und Fluoreszenz-Mikroskopie dokumentiert.

Desweiteren sollten die drei KDEL-Proteasen in Geweben von Arabidopsis nachgewie-
sen werden. Hierzu wurden Antikorper gegen synthetische Peptide generiert, die jeweils
moglichst spezifische Bereiche fiir A1Cepl, AtCep2 und A#Cep3 représentieren.

Da die frither als Glyoxysomale Processing Peptidase vermutete Ricinus CysEP (Gietl
et al., 1997) sich als nicht in den Glyoxysomen, sondern in den Ricinosomen lokalisierte

und im PCD bei Pflanzen titige Protease herausstellte, wurde erneut versucht die
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Glyoxysomale Processing Peptidase zu reinigen und zu charakterisieren.
Untersuchungsobjekt waren die fettspeichernden Kotyledonen von Citrullus vulgaris, da
sie nach Abschlufl der Fettmobilisierung ergriinen und Seneszenz mit programmiertem
Zelltod erst viel spéter durchlaufen. Urspriinglich war man von der Wassermelone zum
Untersuchungsobjekt Ricinus gewechselt, da beobachtet wurde, dal die pri-gMDH-
prozessierende Aktivitdt in Kotyledonen der Wassermelone instabil ist (Gietl und Hock,
1984), in Ricinus Endosperm dagegen stabil (Gietl und Hock, 1986). Unveroffentlichte
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Gietl vor allem geleistet von Dipl.Biol. M. Schmid in
Zusammenarbeit mit Dr. F. Kaloucek von der Yale University hatten ergeben, daf3 sich die
glyoxysomale Malatdehydrogenase (prd-gMDH) mit einer angereicherten glyoxysomalen
Peptidase aus Wassermelonen-Kotyledonen in-vitro prozessieren 1d6t. Aus den
angereicherten Glyoxysomen sollte die Peptidase liber Saulenchromatographie gereinigt
und charakterisiert werden und die Aminosdure-Sequenz mittels Edman-Abbau bestimmt
werden. Um eine spezifische Anreicherung der Glyoxysomalen Processing Peptidase zu
dokumentieren und einen Funktionsnachweis zu erhalten, wurden fluoreszenzgequenchte
Peptide synthetisiert, die die postulierten Spaltstellen von in den Glyoxysomen

prozessierten Proteinen mit PTS2 abdecken.
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4. Material und Methoden

4.1 Allgemeiner Teil

4.1.1 Anzucht von Versuchspflanzen

4.1.1.1 Ricinus communis

Fiir die Isolation der Ricinisomen wurden Ricinus-Samen (Ricinus communis L., Ernte
2000; Landreth Seed Co., Baltimore, MD, USA) nach dem Wissern in flieBendem Lei-
tungswasser iliber Nacht in feuchtes, autoklaviertes Vermiculit gesetzt, damit knapp be-
deckt und mit stabiler Alufolie lichtdicht verschlossen. AnschlieBend wurden die Samen
fiinf Tage bei 30°C im Dunkeln zur Keimung gebracht. In diesem Stadium lieB sich das
Endosperm leicht von den Kotyledonen abnehmen.

Fiir die Analyse von reifenden Ricinus-Samen wurden Samen in Topfe mit Gartenerde
gesetzt und im Gewéchshaus bei einer Umgebungstemperatur von 25°C bis zur Samenrei-
fung herangezogen. Alternativ wurde entsprechendes, im Freien gewachsenes Pflanzenma-

terial vom Botanischen Garten Miinchen bezogen.

4.1.1.2 Arabidopsis thaliana

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GUS-Reportergen-Linien mit Kanamycin-Resistenz
in Columbia als genetischer Hintergrund untersucht (Gietl und Schmid, 2001). Die An-
zucht erfolgte auf MS-Agar (Murashige und Skoog, 1962) mit Mikrosalzen und Vitaminen
nach Gamborg ef al. (1968). Nach dem Autoklavieren wurde dem Medium bei einer Tem-
peratur von 60°C Kanamycin als Selektionsmittel in einer Endkonzentration von
50 pg/mL zugefiigt. Vor dem Ausbringen wurden Samen mit 80% Ethanol / 0,1% Tri-
ton-X-100 im Schiittler (Eppendorf) bei maximaler Geschwindigkeit 30 min sterilisiert
und danach fiinfmal je 5 min unter Schiitteln mit sterilem mQ gewaschen. Die Samen wur-
den entweder mit der 1000 puL-Pipette gleich auf MS-Agar-Platten ausgebracht oder bis
zur Aussaat im Kiihlschrank gelagert. Fiir die Keimung wurden die Platten mit Parafilm
abgedichtet, vertikal aufgestellt und danach im klimatisierten Kulturraum bei 22°C dauer-

belichtet (Belichtungsintensitit 100 pE/m’s). Nach spitestens 7-10 Tagen konnten trans-
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gene Pflanzen eindeutig erkannt und vor dem Umsetzen in PE-T6pfe mit Erde (Einheitser-
de Typ T mit Perlit) zur Regeneration 1-2 Tage auf normale MS-Agar-Platten gebracht
werden. Fiir die Ausbildung der Wurzeln war in den ersten Tagen auf reichliche Wasser-
zufuhr zu achten. Dazu kamen die Pflanzen in unten geschlossene Schalen und wurden bis
zur einsetzenden Ausbildung der Blattrosette mit einer Klarsicht-Schutzhaube abgedeckt.
Das weitere Wachstum erfolgte in Phytokammern (Conviron, Canada) unter Langtagbe-
dingungen mit 16 h Belichtung bei 65% rel. Luftfeuchte und 22°C bzw. 8 h Dunkelheit bei
75% rel. Luftfeuchte und 18°C. Alternativ wurden die Versuchspflanzen im Gewéchshaus
herangezogen. Zu Beginn der Bliite nach etwa 20 Tagen wurde ein Aracon aufgesetzt, das
spéter die Samen auffing und eine unerwiinschte Ausbreitung der Samen, sowie direkten
Kontakt mit Nachbarpflanzen verhinderte. Infloreszenzen fiir mikroskopische oder bioche-
mische Untersuchungen wurden etwa nach vier Wochen bis zur einsetzenden Samenreife
nach etwa sieben Wochen gewonnen. Bis dahin wurden die Pflanzen etwa zweimal wo-
chentlich gegossen. Um eine vollige Austrocknung zu gewéhrleisten, wurden die Pflanzen
kurz vor der Samenreife nach 10-12 Wochen nicht mehr gegossen. Zur Gewinnung der Sa-
men wurden die Aracons kriftig geklopft und unter Mitnahme aller Schoten nach oben ab-
gestreift. Das Aracon wurde auf ein gefaltetes Blatt weilen Papiers ausgeschiittet und die
Samen mit kleinen Sieben von anderem Pflanzenmaterial getrennt. AbschlieBend wurden
die Samen in Reaktionsgefdfen mit perforiertem Deckel gesammelt und im Kiihlraum ge-
lagert.
MS-Agar: 100 mL 10x Makrosalze

2,5 mL 400x Mikrosalze

2,5 mL 400x Vitamine

10 g Saccharose

1 ¢ MES

in ca. 900 mL dH,O lésen

mit ca. 230 mL 10 N KOH auf pH 5,8 einstellen
9 g Agar (Difco) zufiigen und autoklavieren
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4.1.1.3 Citrullus vulgaris

Wassermelonen-Samen der Sorte ,,Dixie Queen* (Landreth Seed Co., Baltimore, MD,
USA) wurden in Pflanzschalen (60 x 40 cm) mit feuchtem Vermiculit gekeimt. Dazu wur-
den die Samen (~150 Samen oder 15 g je Schale) in mit Hilfe eines Lineals geformte par-
allele Rinnen gelegt und leicht mit Vermiculit bedeckt. Die Schalen wurden mit stabiler
Alufolie lichtdicht verschlossen und zur Keimung der Samen 3 Tage im Dunkeln bei 30°C
inkubiert. Fiir die Anreicherung von Glyoxysomen wurden die Kotyledonen geerntet. Da-

bei sollte die Ausbeute etwa 50 g aus 4 Schalen betragen.

4.1.2 Gewinnung von Proteinextrakten

4.1.2.1 Ricinus communis

Reifende Samen von Ricinus entsprechender Stadien (fiir die Nomenklatur siche Ab-
bildung 5.19 und Greenwood und Bewley, 1982) wurden geerntet. Die Kapseln wurden
mit einer Rasierklinge ldngs geteilt. Samenschale, Karunkula, Nucellus und Endosperm
wurden mittels Rasierklinge und Skalpell voneinander getrennt. Die entsprechenden Ge-
webe eines Samens 10, 15 und 20 Tage nach Bestdubung (DAP: days after pollination),
mit Ausnahme der 20 DAP Samenschale (in diesem Stadium bereits verholzt), wurden ge-
wogen und im 1,5 mL-Reaktionsgefdl in Puffer (3 uL/mg Frischgewicht) bei 4°C homo-
genisiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand mit 3x SDS-Probenpuffer aufgekocht,
und 30 pL Probe mittels 12,5%-SDS-PAGE und Western-blotting mit anti-CysEP-Anti-
korper bzw. den anti-4#Cep-Antikorpern (siehe Tabelle 5.2) untersucht.

Extraktionspuffer: 50 mM HEPES pH 7,5
I mM DTT

100 uM PMSF
100 uM N-p-tosyl-L-Lys-CMK

4.1.2.2 Arabidopsis thaliana

Die Proteinextraktion aus vegetativen und generativen Geweben von Arabidopsis er-
folgte nach der geringfiigig modifizierten Methode von Martinez-Garcia et al. (1999). Die
Konzentration an Bromphenolblau im Puffer Z wurde um den Faktor 100 erhdht.

Fiir den Test von anti-47Cep-Antikorpern (siehe Abbildung 5.18) wurden 4 Tage alte Ara-
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bidopsis-Keimlinge (40/200 uL. Puffer E), Wurzeln von 10 Tage alten Keimlingen
(50/200 pL), Bliiten (Stadium 14; 30/200 pL), griine Schoten (St.16; 30/200 pL), reifende
griine Samen (St.17; Samen aus 30 Schoten/200 pL) und gelb-werdende Schoten (St.18;
20/200 puL) fir die Protein-Extraktion verwendet. Fiir den Nachweis der KDEL-Peptidasen
aus Arabidopsis-Geweben mit dem anti-CysEP-Antikorper (siehe Abbildung 5.15) wurden
10 Tage alte Keimlinge (25/200 uL), Kotyledonen und Primérbatter (25/200 uL), der
Ubergang vom Hypokotyl zur Wurzel (50/200 uL), Wurzeln von 10 Tage alten Keimlin-
gen, Bliiten (St.14), griine Schoten (St.16), Schoten ohne Narben (St.16; 30/200 pL), iso-
lierte Narben (St.16; 50/200 pL) und reifende griine Samen (St.17) verwendet. Die Isolie-
rung von Arabidopsis-Geweben erfolgte mit dem Skalpell. Keimlinge wurden mit einem
Zahnstocher vom Agar gehoben und in ein Eppendorf-Tube iiberfiihrt. Das Pflanzenmate-
rial wurde in Flissigstickstoff schockgefroren und mit einem ebenfalls vorgekiihlten Glas-
pistill fein zermdrsert, nach Zugabe von 200 pL Puffer E mit dem Pistill homogenisiert
und auf Eis gekiihlt. Nachdem alle Proben aufgearbeitet waren, wurden die Proben auf RT
angewarmt, um SDS wieder in Losung zu bringen und anschlieBend 10 min mit der Tisch-
zentrifuge bei 14000rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, in ein neues
Tube {iberfithrt, mit 1/10 Volumen Puffer Z eingestellt und 3 min aufgekocht. Jeweils
30 puL des Proteinextraktes wurden aufs Gel geladen und danach iiber SDS-PAGE analy-
siert.
Puffer E: 125 mM Tris/HCI pH 6,8

1% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerol

50 mM Na,S,0:5

Puffer Z: 125 mM Tris/HCI pH 6,8

12% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycerol

22% (v/v) B-ME

0,1% (w/v) Bromphenolblau
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4.1.3 Proteinbestimmung

Der Bradford-Assay (Bradford, 1976) ist der sensitivste quantitative Proteinfarbe-
Assay. Im sauren Milieu und in Gegenwart von Proteinen verschiebt sich das Absorptions-
maximum des Sédurefarbstoffs Coomassie-Brillantblue von 465 nach 595 nm. Der Farb-
stoff bindet unspezifisch an kationische und nichtpolare, hydrophobe Reste. Am wichtigs-
ten sind Wechselwirkungen mit Arg, in geringerem Malle mit Lys, His, Trp, Tyr und Phe.
Die Stammldsung besteht aus Farbstoff, Phosphorsdure und Ethanol (Biorad, Miinchen).

Der Assay ist sehr tolerant gegeniiber den gebréuchlichen Reduktionsmitteln f-ME und
DTT in Puffern. Die Nachweisgrenze liegt abhdngig von der Aminosdure-Zusammenset-
zung eines Proteins bei 0,05-0,5 pg Protein/mL. Der Hauptnachteil ist, dal3 gleiche Men-
gen an verschiedenen Standardproteinen erhebliche Differenzen in ihren resultierenden
Absorptionskoeffizienten verursachen konnen.

Ansatz (1000 pL): x pL Probe Nullwert:

(800—x) uL mQ 800 pnL mQ

200 pL Bradford-Reagenz 200 pL Bradford-Reagenz
Mit dem Standardprotein BSA wurde eine Eichgerade ermittelten, aus der sich zur
Errechnung der Proteinkonzentration folgende Formel ergab:

mg/mL = Abs/(0,0576e x pL)

4.1.4 Aufkonzentrieren von verdiinnten Proteinlosungen

Verdiinnte Proteinlosungen wurden mit Ultrazentrifugtions-Filtereinheiten (500 uL,
7 mL und 15 mL; 5 und 10 kDa-MWCO; Vivascience, Hannover oder alternativ Millipo-
re, Schwalbach) in einer Eppendorf-Tischzentrifuge (500 pL-Einheiten) oder einer Kiihl-
zentrifuge (7 mL- und 15 mL-Einheiten) mit Swing-Out-Rotor (Labofuge GL 4400; Hera-
eus-Christ) bei 4°C aufkonzentriert. Zum Minimieren unspezifischer Adsorption wurden
die Filtereinheiten vor Gebrauch mindestens eine Stunde mit 5% Tween-20 / 0,02% NaNj;
in mQ vorbehandelt, danach zur Entfernung des Detergens gut mit dH,0, zuletzt mit Puf-

fer gespiilt.
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4.1.5 SDS-PAGE und Western-Blot

4.1.5.1 Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Proteine wurden aufgrund ihres Molekulargewichtes im elektrischen Feld in einer dis-
kontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamid Gelelektrophorese mit Na-dodecylsulfat
(SDS-PAGE) aufgetrennt. Die SDS-PAGE erfolgte in 10% oder 12,5% Trenngelen mit
5% Sammelgel nach Lammli (1970) unter Verwendung der Biorad Mini-Protean II-Kam-
mer (Biorad, Miinchen). Die Trenngellosung wurde nach Zugabe des Radikalbildners APS
und des Vernetzers TEMED (Serva, Heidelberg) in die vorbereitete Apparatur gegossen
und zur Ausbildung einer geraden Front mit Isopropanol iiberschichtet. Nach erfolgter Po-
lymerisation wurde die Alkoholschicht entfernt und das Sammelgel eingefiillt. Teflon-
Kamme wurden luftblasenfrei in das Sammelgel eingesetzt und die ausgehirteten Gele so-
fort verwendet oder durch Einwickeln in Klarsichtfolie gegen Austrocknung geschiitzt und
bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Fiir die Gelelektrophorese wurden die Proteinproben
mit 3-fach Probenpuffer versetzt und 2 min bei 95°C aufgekocht. Die Elektrophorese er-
folgte in SDS-Laufpuffer bei 130 V.

Acrylamid-Stammlésung:  Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1
(Rotiphorese 30, #3029.1; Roth)
10% Trenngel: 9,3 mL mQ
3,72 mL 2 M Tris/HCI pH 8,8
6,7 mL Acrylamid-Stammldsung
200 uL 10% SDS

200 uL 10% APS
6,7 uL TEMED

12,5% Trenngel: 7,7 mL mQ
3,72 mL 2M Tris/HCI pH 8,8
8,3 mL Acrylamid-Stammldsung
200 pL 10% (w/v) SDS
200 pL 10% (w/v) APS
6,7 uL TEMED
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5% Sammelgel: 6,9 mL mQ
1,25 mL 1 M Tris/HCI pH 6,6
1,7 mL Acrylamid-Stammldsung
100 pL 10% SDS
150 puL 10% APS
5 uL TEMED

3-fach Probenpuffer: 175 mM Tris/HCI pH 6,6
15% Glycerol
5% SDS
0,25% Bromphenolblau
5% B-Mercaptoethanol, wurden vor dem Ansetzen der Proben

frisch zugegeben
10-fach SDS-Laufpuffer: 250 mM Tris pH 8,3

1,9 M Glycin

1% SDS

4.1.5.2 Western-Blot

Der Transfer von Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen (Protran; Schlei-
cher & Schiill, Dassel) erfolgte durch Tankblotting (5 L-Tank; Hoefer/Pharmacia) bei 4°C
und 170 mA {iber Nacht (etwa 16-18 h). AnschlieBend wurden die Blots mit 1% Rinderse-
rumalbumin (Fluka, Buchs) oder 5% Magermilchpulver (Saliter, Kempten) in TBST (Z7is-
buffered-saline + Tween-20) bei RT 1 h unter Schwenken geblockt. Die Blots wurden 1 h
bei RT oder iiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikorper, verdiinnt in 1% BSA in
TBST dekoriert und 6x 5 min mit TBST unter stindigem Schwenken gewaschen
(ca. 5 mL/cm® Blot). Die immunoreaktiven Proteine wurden iiber Sekundir-Antikdrper
(z.B. anti-Rabbit aus Ziege; Sigma) gekoppelt mit Alkalischer Phospatase und anschlie-
Bender Farbreaktion zwischen Nitrotetrazoliumblau (NBT; Boehringer, Ingelheim) und
dem kiinstlichen Substrat 5-Bromo-4-Chloro-3-Indoylphosphat (BCIP; Boehringer, Ingel-
heim) detektiert. Hierzu wurde der Blot nach dem Waschen 5 min mit AP-Puffer pH 9,5
aquilibriert. Bei low-abundance-Proteinen wurde das wesentlich sensitivere Chemilumi-
niszenz-System bestehend aus Sekundir-Antikorper gekoppelt mit Horseradish-Peroxida-
se (anti-Rabbit-HRP aus Ziege; Pierce) und den Substraten ECL-Plus (RPN 2132; Amer-

sham-Pharmacia) oder alternativ Western-Pico/-Femto (Pierce) gemdl3 Herstellerangaben
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eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit Biomax Rontgenfilm (Kodak), CCD-Kamera
(ORCA II ERG, Hamamatsu) oder Typhoon-Laserscanner (Amersham-Pharmacia).

5x Blotting-Pufter: 1,32 M Glycin
100 mM Tris/HCI pH 8,3

10x TBS: 200 mM Tris/HCI pH 7,5
1,5 M NaCl

TBST: 20 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NaCl

0,05% (v/v) Tween-20

AP-Puffer: 100 mM NaCl
5 mM MgCl,
100 mM Tris/HCI pH 9,5
NBT-Stammlosung: 5% (w/v) in 70% DMF
BCIP-Stammlosung: 5% (w/v) in 100% DMF
Férbelosung fiir AP: 50 uL BCIP-Stammlgsung (0,025% Endkonzentration)

40 pL NBT-Stammldsung (0,02% Endkonzentration)
in 10 mL AP-Puffer

4.1.5.3 Coomassie-Farbung

Polyacrylamid-Gele wurden nach abgeschlossener Elektrophorese in Coomassie-Lo-
sung gefdrbt. Dazu wurden die Gele in der Féarbelosung liber Nacht geschiittelt oder in der
Mikrowelle kurz erhitzt und 15 min bei RT geschiittelt, danach in Entfarbelosung solange
gewaschen, bis der Hintergrund farblos erschien.

Coomassie-Farbelosung:  0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250
40% (v/v) Ethanol (oder alternativ Methanol)

10% (v/v) Essigséure

Entfarbeldsung: 40% (v/v) Ethanol (oder alternativ Methanol)
10% (v/v) Essigséure
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4.1.5.4 Silberfarbung

Das Funktionsprinzip der Silberfairbung wird bei Rabilloud (1990) eingehend bespro-
chen. Gegeniiber der Anfarbung der Proteingele mit dem Farbstoff Coomassie-Brillantblue
(Nachweisgrenze je nach Farbstoffbindevermdgen 50-500 ng) ist die Silberfarbung mit ei-
ner Nachweisempfindlichkeit von 1-10 ng um den Faktor 50 sensitiver (Shevchenko et al.,
1996). Die Proteine werden im Gel fixiert und nach Waschen, einer Sensibilisierung mit
Natriumthiosulfat und wieder Waschen mit einer Silbernitratlosung imprégniert. Silber-Io-
nen werden von geladenen Resten der Proteine komplexiert und im Bereich der funktio-
nellen Gruppen und Peptidbindungen zu Silberkeimen reduziert. Wie im fotographischen
ProzeB3, werden durch das Reduktionsmittel Natriumthiosulfat alle Silber-Ionen bevorzugt
wegen eines geringfligig hoheren Redoxpotentials an den Keimen reduziert. Damit nicht
auch die Silberionen in der proteinfreien Gelmatrix reduziert werden (Background), ist die
Reaktion rechtzeitig abzubrechen. Die Féarbung ist im Kiihlschrank einige Wochen stabil.
1-D- und 2-D-Gele wurden nach Blum et al. (1987) gefarbt. Die Gele wurden fiir die Do-
kumentation gescannt (Epson 1610) oder am Leuchttisch (Leitz) mit der Digital-Kamera
fotografiert (Coolpix 4500; Nikon) und danach getrocknet.

Silberfarbung nach Blum et al. (1987)

1. Fixieren >1h 50% MeOH, 12% HAc, 0,02% Formaldehyd (FA)
2. Waschen 3x 20 min 50% EtOH

3. Sensibilisieren 1 min 0,02% Na-thiosulfat

4. Waschen 3x 20 sec mQ

5. Imprignieren 20 min 0,2% Silbernitrat, 0,03% FA

6. Waschen 2x 20 sec mQ

7. Entwickeln 2-4 min 6% Na-carbonat, 0,02% FA, 0,0004% Na-thiosulfat
8. Waschen 2X 2 min mQ

9. Abstoppen 10 min 50% MeOH, 12% HAc

10. Waschen > 20 min 50% MeOH
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4.1.5.5 Native “SDS-PAGE”

Fiir die native ,,SDS-PAGE*“ wurden Gele ohne SDS gegossen, jedoch in Standard-
SDS-Laufpuffer gefahren. Die Proben wurden mit 30% nativem Probenpuffer versetzt und
nicht erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei 25 V iiber Nacht bei 8°C durchgefiihrt.

8% Trenngel: 10,1 mL mQ
3,75 mL 2 M Tris/HCI pH 8,8
6,2 mL Acrylamid-Stammldsung
150 uL 10% APS
15 uL TEMED

10% Trenngel: 8,55 mL mQ
3,75 mL 2 M Tris/HCI pH 8,8
7,75 mL Acrylamid-Stammldsung
150 uL 10% APS
15 uL TEMED

5% Sammelgel: 14,55 mL mQ
2,85 mL 1 M Tris/HCI pH 6,6
3,75 mL Acrylamid-Stammldsung
211 pL 10% APS
21,1 uL TEMED

Ladepuffer fiir native Gele: 0,4 M Tris/HCI pH 6,6
50% Glycerol
0,2% Bromphenolblau

50 pL Probe werden mit 20 pL nativem Ladepuffer versetzt.

10-fach SDS-Laufpuffer: 250 mM Tris pH 8,3; 1,9 M Glycin
1% (w/v) SDS
4.1.5.6 Aktivititsgel-Assay

Fiir die Aktivitdtsgele wurde die von Heussen und Dowdle (1980) beschriebene Metho-

de fiir die eigenen Erfordernisse adaptiert.

Fluoreszenz-Aktivititsgel-Assay
Die Gele wurden zum Auswaschen des SDS und Rickfalten der Proteine einmal 1 h

mit 2,5% Triton-X-100 in Tris-Puffer pH 7,4 und 4x 30 min bei 4°C in Aquilibrierungs-
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puffer geschwenkt. Aktivititsgele wurden nach dem Aquilibrieren 10-30 min in Substrat
(100 uM Cbz-Phe-Arg-AMC in Aquilibrierungspuffer) inkubiert, die Detektion der Fluo-
reszenz erfolgte nach Anregung unter der Geldokumentationapparatur bei 354 nm mit ei-

ner Digitalkamera (Nikon Coolpix 4500).

Gelatine-Aktivititsgel-Assay

Fiir Gelatine-Aktivitdtsgele wurden 10% Gelatine (G-2625; Sigma) in mQ bei 60°C im
Thermoschiittler (Eppendorf) in Losung gebracht und vor dem Gielen von Trenn- bzw.
Sammelgel 50 pL pro 10 mL (Endkonzentration 0,05%) eingeriihrt und einpolymerisiert
(Heussen und Dowdle, 1980). Nach der Riickfaltung wurden die Gelatinegele auf eine
Glasplatte gelegt, in Cellophan eingewickelt und mind. 24 h bei 30°C bzw. 45°C im Brut-
schrank inkubiert. Danach wurde das Gel in Coomassie-Farbelosung gefarbt und anschlie-

Bend bis zum deutlichen Erscheinen der Verdauungshofe entfarbt.

Triton-X-100-Puffer: 2,5% (v/v) in 10 mM Tris/HCI pH 7,4
Aquilibrierungspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,4

20 mM NaCl

1 mM MgCl,

1 mM KCI

Substrat-Stammldsung: 20 mM Cbz-FR-AMC in N,N-Dimethylformamid (DMF;
2,24 mg in 200 pL)
Coomassie-Farbelosung fiir Sequenziergele:

0,1% (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250
10% (v/v) Essigséure

Entfarbelosung fiir Sequenziergele:

10% (v/v) Essigséure

4.1.6 Herstellung und Kontrolle von anti-47Cep-Peptid-Antikorpern

Es wurden Affinitits-gereinigte Antikorper gegen synthetische Peptide, die nichtkon-
servierten Regionen von A¢Cepl, AtCep2 bzw. AtCep3 entsprachen, erzeugt (Eurogentec,
Belgien). Fiir jede KDEL-Peptidase wurden zwei Kaninchen immunisiert, um die Chance
auf eine Immunreaktion zu erh6hen. Dazu wurden fiir jede der drei Peptidasen zwei unter-

schiedliche exponierte Epitope von 14 bis 16 Aminosdureresten Lange ausgewéhlt und die
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zwei entsprechenden synthetischen Peptide beiden Kaninchen als Antigen gespritzt. Vor
der Immunisierung wurde den Kaninchen als negative Kontrolle Blut entnommen
(Prebleeding). Aliquots der Final-Bleedings wurden einer Affinitdtsreinigung gegen die
entsprechenden Peptide unterzogen. Im Dot-blot-Experiment wurde untersucht, ob die An-
tikorper die Peptide erkennen, gegen die das Kaninchen immunisiert wurde und ob sie
Kreuzreaktivitdt zeigen. Desweiteren wurden die Antikorper im Western-blot eingesetzt,

um in Gewebeextrakten aus Arabidopsis-Geweben die KDEL-Peptidasen nachzuweisen.

Kontrolle der Antikorper mittels Dot-blot

Jedes der synthetischen Peptide wurde in Losung gebracht und auf eine Konzentration
von 1 mg/mL eingestellt. Hierzu wurde jeweils etwa 1 mg eingewogen und die schwach
sauren bzw. basischen Peptide wurden mit 1/20 des Endvolumens mQ aufgenommen, mit
1/10 10x TBS gepuffert und mit 0,02% NaNj; aufgefiillt. Davon abweichend wurde das ba-
sische Peptid Cep1-I zundchst mit verdiinnter Essigsédure, das saure Peptid Cep2-1 mit Am-
moniakwasser in Losung gebracht. 5 pL einer nochmals 1:10 mit TBS verdiinnten Peptid-
16sung — was einer Peptidmenge von 500 ng je Spot entsprach - wurden mittels einer Dot-
blot-Apparatur (Eigenbau) und angeschlossener Vakuumpumpe (VacuGenePump; Phar-
macia-LKB), auf Nitrocellulose-Blotting-Membran (Protran B85; Schleicher&Schuell,
Dassel) aufgebracht. Die Auftragung der Peptide erfolgte in Zeilen. Darunter wurde eine
Zeile Spots mit ~0,5 mg CysEP aus Ricinosomen aufgetragen. Die Membran wurde vor
dem Montieren mit mQ gewdissert. Im weiteren wurde analog dem Western-Blotting ver-
fahren: Nach dem Blocken mit 5% Magermilchpulver in TBST wurde die Membran mit
Schere in senkrechte Streifen geteilt, die jeweils Spots der 7 verschiedenen Antigene ent-
hielten. Danach wurde mit dem priméren Antikorper dekoriert, gewaschen, mit dem se-
kundéren Antikorper anti-Rabbit-HRP dekoriert und wieder gewaschen. Die Detektion er-
folgte liber das Western-Pico Chemoluminiszenz-System von Pierce und die Blots wurden

mit einer CCD-Kamera (ORCA II ERG, Hamamatsu) fotographiert.
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4.1.7 Mikroskopie

Die mikroskopischen Arbeiten wurden zusammen mit Dr. J. Greenwood (University of
Guelph, Canada) durchgefiihrt, der im Zeitraum Juli 2002 bis Juli 2003 als Gastforscher in
der Arbeitsgruppe Gietl titig war.

4.1.7.1 Histologische GUS-Firbung

Die Glucuronidase (GUS)-Aktivitit von Arabidopsis-Transformanden (Jefferson,
1987), in denen das Reportergen unter der Kontrolle der Promotoren von AtCEPI, At-
CEP2 und AtCEP3 exprimiert wird (Gietl und Schmid, 2001), wurde zum einen mit dem
Substrat X-Gluc (A 1113.0100; AppliChem, Darmstadt) anhand der blauen Féarbung des
gebildeten Indolprizipitats im Lichtmikroskop, zum anderen mit dem Substrat ELF97-
Gluc (Molecular Probes, Leiden, NL) fluoreszenzmikroskopisch anhand der griinen Fluo-
reszenz des Reaktionsproduktes nachgewiesen. Es wurden Keimlinge und Infloreszenzen
oder Teile davon prépariert und mikroskopiert. Objekte mit X-Gluc-Farbungen wurden, da

der Farbstoff in Ethanol stabil ist, in Paraffin eingebettet.

Glucuronidase-Substrat X-Gluc
Die Farbung wurde nach der Methode von Rodriguez-Pousada et al. (1993) durchge-
fiihrt. Zur Fixierung wurden die Gewebe in 90%iges eiskaltes Aceton (-20°C) getaucht
und 15-20 min auf Eis inkubiert. Nach Abschiitten des Acetons wurde das Gewebe 5 min
in Spiillésung dquilibriert. Fiir die Farbreaktion wurde die Spiillosung durch Reaktionslo-
sung ersetzt. Die Objekte wurden 10 min oder ldnger bis zur vélligen Benetzung vakuum-
infiltriert und anschlieBend tliber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach Reaktionsende wurde
verbliebenes Chlorophyll mit einer Alkohol-Reihe (30%, 50%, 70%) entfernt. In
70% Ethanol waren die Objekte dauerhaft lagerféhig.
X-Gluc (5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-B-D-Glucuronid-Cyclohexylammonium-Salz):
Stammlosung: 100 mM (100 mg wurden in 1,92 mL DMF gel6st und bei —20°C gelagert)
Spiillésung: 50 mM NaP; pH 7,2
0,5 mM K;Fe(CN)g
0,5 mM K, Fe(CN)s
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Reaktionsldsung: 50 mM NaP; pH 7,2
0,5 mM K;5Fe(CN)sg
0,5 mM Ky Fe(CN)g
2 mM X-Gluc (Stammlosung 1:50)

Glucuronidase-Substrat ELF97-Gluc (ELF97-B-D-Glucuronid)

Das fluorogene Substrat ELF97-Gluc (Molecular Probes, Leiden, NL) ist gegeniiber
X-Gluc wesentlich sensitiver. Weitere Vorteile sind das Fluoreszenzmaximum im physio-
logischen pH-Bereich, der breite Stokes shift von 160 nm zwischen der Anregungswellen-
lange 365 nm und der Emissionswellenldnge 525 nm (Zhou et al., 1996) sowie die optio-
nale Mikroskopie mit dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM).

Pflanzenmaterial von Arabidopsis wurde zundchst gewaschen, dann in Fixierungspuffer
10min auf Eis vakuuminfiltriert, unter Bewegung 1 h auf Eis weiter fixiert, 15 min auf Eis
in Aquilibrierungspuffer dquilibriert und fiir die Reaktion 1 h in Reaktionspuffer bei 37°C
inkubiert. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Fluoreszenzmikroskop
(Axioskop) und dem ELF97-Filtersatz (Anregung 365 nm / Beamsplitter 395 nm / Emiss-
ion 520 nm LP). Alternativ wurde zur Eliminierung der Chlorophyll-Autofluoreszenz der
Filter Emission 535/50 HQ eingesetzt. Ausgewihlte Objekte wurden mit einem Konfoka-
len Laser Scanning Mikroskop (LSM, Zeiss) im Haus am Lehrstuhl fiir Mikrobiologie der
TU Miinchen (Weihenstephan) aufgenommen. Die Fluoreszenz war stabil gegen Photo-

bleeching und im Lagerpuffer mehrere Wochen haltbar. In 70% Ethanol war das Prézipitat

nicht bestiandig.
ELF97-Stammldsung: 5 mM ELF97-Gluc in DMSO
Waschpuffer: 0,15 M NaP; pH 7,0

0,02% (w/v) NaN;
Fixierungspuffer ELF97: 0,15 M NaP; pH 7,0

0,2% (v/v) Triton-X-100

1% Formaldehyd
Aquilibrierungspuffer: 0,15 M NaP; pH 7,0

0,02% Triton-X-100
Reaktionspuffer: 0,15 M NaP; pH 7,0

0,02% Triton-X-100

1:200 ELF97-Stammlosung
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Lagerpuffer: 0,15 M NaP; pH 7,2
0,02% NaNj;

4.1.7.2 Einbettungen

Paraffin-Einbettung
Keimlinge oder generative Pflanzenteile von Arabidopsis mit GUS-Expression, sowie
reifende und keimende Samen von Ricinus wurden in Paraplast Plus (Sigma) eingebettet.
Maximal 2-5 mm dicke Gewebestiicke von Ricinus wurden in 4% Formaldehyd (FA) in
PBS pH 7,4 {iber Nacht bei 4°C fixiert, dann 2x 1 h in PBS (phosphate buffered saline)
pH 7,4 gewaschen und iiber eine aufsteigende Alkoholreihe in mQ (30%, 50%, 70%,
2x 90%, 96%, 2x 100%, 2x 100% Isopropanol; jeweils fiir 1 h) entwissert. AnschlieBend
wurden die Proben 3x fiir 1 h mit dem Zwischenmedium Rotihistol (Roth, Karlsruhe) in-
filtriert. Ab hier wurde dann bis zum Abschluf3 der Einbettung bei 60°C im Wiarmeschrank
zunidchst 1 h mit einer (1:1)-Rotihistol-Paraplast-Mischung, iiber Nacht mit einer
(1:10)-Rotihistol-Paraplast-Mischung und 2x 1 h mit 100% Paraplast (Smp. 56°C; Para-
plast Plus, Sigma) infiltriert. AbschlieBend wurden die Objekte in Aluférmchen gegossen.
Die X-Gluc-GUS-Farbungen von Arabidopsis (sieche oben) wurden zur Nachfixierung vor
der Einbettung in Paraplast statt in 50% Ethanol fiir 30 min (Keimlinge) bis 2 h (Inflores-
zenzen) in FAA-Fixativ iiberfiihrt. Danach wurde ab dem Schritt 50% Ethanol gleich ver-
fahren wie oben beschrieben. Jeder Schritt dauerte abhingig von der Objektdicke 15 min
(Keimling) bis 60 min (Ricinus-Gewebestiickchen, Arabidopsis-Bliiten und Schoten).
FAA-Fixativ: 3,7% Formaldehyd (Stammlosung: 37% FA, Fluka)

50% EtOH

5% Essigsédure

in mQ

10x PBS: 1,37 M NaCl
27 mM KCl
100 mM Na,HPO,

18 mM KH2P04
mit HCI auf pH 7.4 einstellen

PBS: 10x PBS mit mQ 1:10 verdiinnen
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4% Formaldehyd in PBS: 4 g Paraformaldehyd (Sigma) werden mit wenigen
Tropfen 1 M NaOH in 50 mL PBS bei 60°C vollstindig in
Losung gebracht. Anschlieend wird mit PBS auf 100 mL
aufgefiillt, der pH ggf. mit HCl auf pH 7,4 eingestellt.

100% EtOH: 96% EtOH werden mit geglithtem CuSO, entwéssert

Technovit-Einbettung fiir Immunfluoreszenz (von Dr. J. Greenwood modifizierte
Gebrauchsanleitung des Herstellers)

Pflanzenmaterial von Arabidopsis wurde in Technovit 8100 (Kulzer, Wehrheim) einge-
bettet. Dazu wurden die Objekte in Fixierungspuffer auf Eis 10 min vakuuminfiltriert und
anschlieBend 1 h unter stindiger Bewegung auf Eis weiter fixiert. Die Infiltration wurde
durch Eintauchen mit einer mit Triton-X-100 benetzten Pinzettenspitze beschleunigt. Nach
der Fixierung wurde 3x 30 min mit eiskaltem Waschpuffer gespiilt. Die Objekte wurden in
einer ansteigenden Alkoholreihe dehydriert (50%, 70%, 80%, 90%, 3x 100% EtOH,
100% Aceton, 100% EtOH; bis 90% EtOH auf Eis, dann RT; jeweils 30 min, nur die letz-
ten beiden Schritte jeweils 15 min). Der Zwischenschritt in 100% Aceton entfernt Wachs-
reste und verhindert das Herausl6sen der Objekte beim Schneiden. Die Objekte kamen zu-
ndchst in 100% EtOH-Technovit 8100 (v/v 1:1) + Harter 1, dann 3x in 100% Technovit
8100 + Harter 1 (jeweils 30 min) und wurden schlieBlich in mit Technovit 8100 + Harter 1
gefiillte Teflonformen gebracht und optimal positioniert. Die reichlich (wegen der Materi-
alschrumpfung im Verlauf der Polymerisation) gefiillten Formen wurden um Sauerstoff
auszuschlieen, mit PE-Folie abgedeckt und im Warmeschrank bei 60°C iiber Nacht aus-
gehdrtet. (Bemerkung: Der vom Hersteller fiir die Polymerisation vorgesehene Hérter 2

fiihrte zu suboptimalen Durchhértungsergebnissen und kam nicht zum Einsatz).

Fixierungspuffer: 25 mM NaPO, pH 7,2
3,7% FA
Waschpuffer: 25 mM NaPO, pH 7,2
100% EtOH: 96% EtOH wurde mit geglithtem CuSO, entwéssert

Einbettungsmedium (bei 4°C etwa 4 Wochen haltbar): 100 mL Technovit 8100

mit 0,6% (w/v) Hérter I
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Silanisierung der Objekttriger
Die verwendeten Objekttriger (76 x 24 mm; Menzel) wurden zum optimalen Anhaften

der aufgebrachten Schnitte mit TESPA (3-Aminopropyltriethoxysilan; Sigma) beschichtet.
Die Objekttrager wurden (jeweils 10 Stiick im Edelstahltrdger) in Entfettungslosung gerei-
nigt, mit mQ und Ethanol jeweils 5 min gespiilt und anschlieBend an der Luft getrocknet.
Fiir die Silanisierung wurden die Objekttrager in der TESPA-Losung inkubiert, dann 2x
mit 100% Aceton gespiilt, jeder Arbeitsgang dauerte 5 min, und abschlieBend luftgetrock-
net. Bis zur Verwendung wurden die silanisierten Objekttrager staubgeschiitzt in Kunst-
stoff-Behéltern gelagert. Alternativ wurden gebrauchsfertige Objekttrager mit Reaktions-
feldern (Roth) verwendet.

Entfettungslosung: 70% Ethanol und 9% HCI in mQ

Silanisierlosung: 1% (v/v) TESPA in Aceton

Schneiden des eingebetteten Materials

Von Paraplast-Einbettungen wurden mit einem C-Messer am Rotationsmikrotom
(Leitz) etwa 8-10 um dicke Schnitte gemacht. Die Technovit-Einbettungen wurden mit
Glasmesser am Ultramikrotom (LKB) etwa 1 um dick geschnitten. Die Schnitte wurden
mit einer feinen Nadel oder einer auf einem Zahnstocher fixierten Wimper vom Messer
auf den Objekttrager liberfithrt. Zum Strecken der Schnitte nach dem Schneiden wurden
diese auf einem Tropfen Wasser inkubiert und im Wéarmeschrank bei 45°C getrocknet. Die
Schnitte wurden mit Wachsmalkreide eingekreist, um ein Auseinanderlaufen der im Rah-

men der Immunocytochemie aufpipettierten Tropfen zu verhindern.

4.1.7.3 Immunocytochemie

Paraplast-Einbettung

Alle Arbeitsschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, bei RT. Zur Entfernung
des Einbettungsmediums wurden die Objekttrager mit den Schnitten 15 min in Roticlear
(Roth) und dann zum Rehydrieren jeweils 10-15 min nacheinander in 100% Isopropanol,
100% Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethanol und PBS inkubiert. Die Schnitte wurden abge-
trocknet, dann etwa 1-2 h in Permeabilisierungslosung inkubiert und nach dreimaligem
kurzen Abspiilen mit PBS 2x 30 min in PBS eingeweicht. Die bisherigen Arbeitsschritte

erfolgten in Glasgefdlen (Farbekiivetten), ab jetzt wurden die Objekttrager waagerecht la-
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gernd in einer feuchten Kammer (z. B. grof3e Petrischale, ausgelegt mit feuchtem Zellstoff)
gehalten. Die jeweilige Losung wurde auf die Schnitte pipettiert, der hydrophobe Wachs-
kreidekreis verhinderte das Auseinanderlaufen des Tropfens. Es wurde zum Absittigen
unspezifischer Bindungsstellen mit BSA (Reduktion des unspezifischen Backgrounds)
Blockinglosung auf die Schnitte pipettiert und 60 min inkubiert. Die Blockingldsung wur-
de abgesaugt, der Antikorper (anti-Ricinus CysEP-Antikorper, direkt mit Alexa Fluor 546
markiert (Schmid et al., 2001); 1:200 in Blockinglosung) aufpipettiert und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Die Schnitte wurden 3x 5 min mit PBST und 3x 5 min mit PBS gewaschen,
um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. AnschlieBend wurden die Schnitte zum
Schutz gegen Ausbleichen mit Fluoreszenzmedium montiert und mikroskopiert. Die Fluo-
reszenzmikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Fluoreszenzmikroskop (Axioskop) und dem
Cy3-Filtersatz Anregung 548/10 nm / Beamsplitter 565 nm DLLP / Emission 610/75 nm.
Fiir die Kernfiarbung wurden die Schnitte 5 min mit DAPI inkubiert und mit dem DAPI-
Filtersatz (Anregung 365 nm / Beamsplitter 395 nm / Emission 420 nm LP) mikroskopiert.

Technovit-Einbettung

Alle Arbeitsschritte erfolgten, sofern nicht anders angegeben, bei RT. Zur Entfernung
des Einbettungsmediums wurden die Objekttrager mit den Schnitten 5 min in 100% Ace-
ton und dann zum Rehydrieren jeweils Smin nacheinander in 100% Ethanol, 90% Ethanol,
70% Ethanol und PBS inkubiert. Die Schnitte wurden abgetrocknet, dann etwa 1 h in Per-
meabilisierungslosung inkubiert und nach dreimaligem kurzem Abspiilen mit PBS
2x 10 min in PBS eingeweicht. Dann wurde zum Absittigen unspezifischer Bindungsstel-
len BSA-haltige Blockinglosung auf die Schnitte pipettiert und 60 min inkubiert. Die
Blockinglosung wurde abgesaugt, der direkt markierte anti-Ricinus CysEP-Antikorper
oder der primidre Antikorper (anti-Ricinus CysEP-Antikorper aus Kaninchen, 1:200 in
Blockinglosung; anti-Cep2-Antikodrper aus Kaninchen, 1:50; Praimmunserum als negative
Kontrolle) aufpipettiert und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Schnitte wurden 3x 5 min
mit PBST und 3x 5 min mit PBS gewaschen. Danach wurden die mit dem direkt markier-
ten Antikorper dekorierten Schnitte mit dem Fluoreszenzmedium montiert und mikrosko-
piert. Die mit dem Primirantikorper (anti-Ricinus CysEP-Antikorper aus Rabbit) behan-
delten Schnitte wurden mit dem sekundéren Antikorper (anti-Rabbit-Fab-Fragment-FITC,
1:200; Rockland) dekoriert. Hierzu wurde 3 h bei RT inkubiert, anschlielend wie oben be-
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schrieben mit PBS gewaschen und mit dem Fluoreszenzmedium montiert. Die Fluores-
zenzmikroskopie der mit dem direkt markierten Antikorper dekorierten Schnitte erfolgte
mit dem Cy3-Filtersatz (Anregung 548/10 nm / Beamsplitter 565 nm / Emission
610/75 nm), die der mit dem anti-Rabbit-FITC-gelabelten Antikoérper mit dem Cy2-Filter-
satz (Anregung 450-490 nm / Beamsplitter 510 nm / Emission 520 nm LP). Fiir die Kern-
farbung wurden die Schnitte 5 min mit DAPI inkubiert und mit dem DAPI-Filtersatz (An-
regung 365 nm / Beamsplitter 395 nm / Emission 420 nm LP) mikroskopiert.
Permeabilisierungslosung: 5% (v/v) Tween-20 in PBS
PBST: 0,05% (v/v) Tween-20 in PBS
Blockinglosung: 2% (w/v) BSA in PBST + 0,02% NaN;
DAPI (4,6-Diamidino-2-Phenylindol):
Stammlosung: 100 pg/mL mQ
Arbeitskonzentration: 100 ng/mL (1:1000)

Fluoreszenzmedium: 540 uL mQ
450 pL 100% Glycerol
10 pL 2M Tris/HCI pH 8
2 mg DABCO (1,4-Diazabicyclo-[2,2,2]-Octan; Sigma)

4.1.7.4 TUNEL-Assay

Im Rahmen des TUNEL-Assay werden freie 3-OH-Enden der DNA, wie sie bei der
Fragmentierung der Kern-DNA im Zuge des Zelltodes entstehen, mit Fluorescin-Isothio-
cyanat (FITC) gelabelt. Die Reaktion wird durch das Enzym Terminale Desoxynukleotid
Transferase (TdT) katalysiert. Reifende Samen wurden, wie vorher beschrieben in Para-
plast Plus eingebettet, geschnitten, auf silanisierte Objekttrager aufgebracht, deparaffiniert
und rehydriert. Nach dem Spiilen mit PBS wurden die Schnitte mit Proteinase K 30 min
bei 30°C permeabilisiert und 2x 10 min in PBS gespiilt. Anschliefend wurde der TUNEL-
Assay (Roche, Ingelheim) entsprechend den Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden
50 uL TUNEL-Reaktionsgemisch aufpipettiert und 1 h bei 37°C in einer feuchten Kam-
mer (z.B. groBe Petrischale, ausgelegt mit feuchtem Zellstoff) inkubiert. Danach wurden
die Schnitte kurz mit PBS abgespiilt, 2x 10 min in PBS gewaschen und mit Fluoreszenz-
medium montiert. Fiir die negative Kontrolle wurde das Enzym Terminale Transferase

weggelassen. Fiir die positive Kontrolle wurde die Kern-DNA fiir 10 min bei 37°C mit
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DNase (Sigma) behandelt. Die Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einem Zeiss Fluores-
zenzmikroskop (Axioskop) und dem Cy2-Filtersatz (Anregung 450-490 nm / Beam-split-
ter 510 nm / Emission 520 nm LP).

Permeabilisierungslosung: 20 pg/mL Proteinase K in 10 mM Tris/HCI pH 7,5

TUNEL-Reaktionsgemisch: 5 pL TUNEL-Enzym (#1767305, Roche)
45 L TUNEL-Label (#1767291, Roche)

DNase: 3 Units/mL in 10 mM Tris/HCI pH 7,5

4.1.7.5 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Anfertigung der elektronenmikroskopischen Proben - Fixieren, Einbetten, Schnei-
den, Vorbereitung der Grids und Immunocytochemie - wurde von J. Greenwood im Hau-
se durchgefiihrt. Die Préparate wurden an einem JEOL 100 CX Transmissions-Elektronen-
mikroskop (JEOL, Japan) bei 80 keV untersucht. Die EM-Aufnahmen wurden zusammen
mit Dr. J. Greenwood am Department fiir Chemie der TU Miinchen in Garching bei der

Arbeitsgruppe Dr. S. Weinkauf gemacht.
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4.2 Spezieller Teil

4.2.1 Untersuchung der Substratspezifitiit sowie Reinigung der CysEP aus Ricinus

communis fiir die Kristallographie

4.2.1.1 Ricinosomen-Isolierung

Die Isolierung von Ricinosomen aus dem Endosperm von gekeimten Ricinus-Samen er-
folgte wie von Schmid et al. (2001) beschrieben. Dazu wurden Ricinus-Samen 24 h in flie-
Bendem Leitungswasser gewdssert, in feuchtem, autoklavierten Vermiculit in Plastikscha-
len ausgesét und dabei mit Vermiculit bedeckt. Die Schalen wurden mit Alufolie abge-
deckt und 5 Tage bei 30°C im Dunkeln inkubiert.

Zum Erntezeitpunkt war die Samenschale abgefallen und die Kotyledonen lieen sich
leicht aus dem Endosperm herausziehen. Das Endosperm war au3en fest und innen an der
Kontaktstelle zu den Kotyledonen schleimig. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis oder
im Kiihlraum durchgefiihrt. Die Gesamternte wurde gewogen, mit Homogenisationspuffer
im Mixer schonend zerkleinert (3,75 mL Homogenisationspuffer pro g Frischgewicht; drei
Zyklen zu 10 s bei maximaler Geschwindigkeit mit jeweils 10 s Pause). Das Homogenisat
wurde durch zwei Lagen Miracloth (#475855; Calbiochem, Schwalbach) filtriert, 15 min
bei 1500 rpm zentrifugiert (JA-10 Rotor, Avanti J-25 Zentrifuge; Beckman-Coulter). Das
Pellet mit den Zelltriimmern wurde verworfen, der Uberstand 30 min bei 9500 rpm zentri-
fugiert, das Organellen-Pellet mit wenigen mL eiskaltem Homogenisationspuffer mit dem
Pinsel resuspendiert und die Suspension auf die Saccharose-Dichtegradienten geladen. Die
Schichtung erfolgte nach dem in Tabelle 4.1 vorgegeben Schema in verschliebaren Zen-
trifugenrdhrchen (#362183, Optiseal 26 x 87 mm, 36,2 mL; Beckman). Nach Aufschich-
tung der Organellen-Suspension auf den Gradienten - die Beladung des Gradienten lag bei
etwa 30-35 g FG - wurde das verbleibende Leervolumen vollstindig mit Homogenisati-
onsmedium aufgefiillt. Die Auftrennung der Organellen erfolgte im Vertikalrotor in der
Ultrazentrifuge (VTI 50 Rotor, Ultrazentrifuge 7-55; Beckman) 3 h bei 45000 rpm und
4°C. Zum Ernten wurden die Gradienten mit einer 1,2 mm-Kaniile am tiefsten Punkt ange-
stochen und Fraktionen zu 1,25 mL aufgefangen. Die untersten vier Fraktionen jedes Gra-
dienten wurden mittels SDS-PAGE analysiert. Die Matrixproteine bestehen zu ~95% aus
der Proform der CysEP (Schmid et al., 2001).
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Tabelle 4.1: Pipettierschema fiir die Schichtung von 44-65% Saccharose-Dichtegradienten in
Zentrifugenrohrchen fiir die Isolierung von Ricinosomen.

Saccharose- Saccharose-
Gradientenmedium Effektives Volumen
Konzentration Stammldsung
[mL] [mL]
[%o] [mL]
65 4 0 4
57 2,2 0,3 2,5
52 2 0,5 2,5
50 1,9 0,6 2,5
48 3,7 1.3 4
46 2,1 0,9 3
44 2,7 1,3 4
Gradientenmedium: 1 mM HEPES/KOH pH 7,5
10 mM Na,EDTA
5 mM MgCl,

Saccharose-Stammlosung: 65% (w/w) in Gradientenmedium

(143 g Saccharose in 77 mL Gradientenmedium)
Homogenisationspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,5

500 mM Saccharose

10 mM KCl

1 mM MgCl,

1 mM Na,EDTA

1 mM DTT

4.2.1.2 Untersuchung der Substrat- und Spaltspezifitit der Ricinus CysEP durch

p-Casein-Verdau

Die Substratspezifitit der Ricinus CysEP aus Ricinosomen wurde durch Verdau des un-
physiologischen Substrates B-Casein (C-6905; Sigma) analysiert. Dazu wurden gereinigte
Ricinosomen mit ~1 mg/mL Pro-CysEP 1:40 bzw. 1:8 mit Assay-Puffer pH 5,5 verdiinnt
und 10 min bei 25°C inkubiert, um reife, proteolytisch aktive CysEP zu erhalten. Der pro-
teolytische Verdau wurde durch Zugabe von 4 Volumen 1%-iger B-Casein-Losung in HE-

PES-Puffer pH 7.4 (0,2% B-Casein Endkonzentration im Assay) gestartet und bei 25°C in-
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kubiert. Nach 0's, 10 sund 1, 2, 3, 5, 8 und 10 min wurden Proben genommen, wobei der
Verdau durch Schockfrieren in Fliissigstickstoff abgestoppt wurde. 40 uL Probe wurden
mit 20 pL 3-fach-SDS-Probenpuffer aufgekocht und mittels 17,5%-SDS-PAGE mit ab-
schlieender Coomassie-Farbung untersucht. Das Signal fiir unverdautes B-Casein ver-
schwand im Verlauf des Verdaus, wogegen die Reaktionsprodukte iiber die Zeit zunah-
men. Die nach 1 min (1:50 Verdiinnung) und 8 min (1:10 Verdiinnung) genommenen Pro-
ben wurden fiir die eingehende Analyse mit MALDI ausgewéhlt.
Assay-Puffer: 50 mM MES/KOH pH 5,5
10 mM DTT
B-Casein-Stammlsung: 1% B-Casein in 50 mM HEPES/KOH pH 7,4/ 10 mM DTT
Versuchsansétze: 4 pL Ricinosomen, 156 pL. Assay-Puffer, 40 pL 1% B-Casein
20 pL Ricinosomen, 140 uL Assay-Puffer, 40 pL 1% B-Casein
CysEP-Konzentrationen: 4 ug CysEP/200 uL Assay (1:50)
20 pg CysEP/200 L Assay (1:10)

Der B-Casein-Verdau wurde von der Abteilung fiir Proteinanalytik am MPI Martinsried
unter Prof. Dr. F. Lottspeich mittels LC aufgetrennt und mit MALDI analysiert.

4.2.1.3 Bestimmung der Substratspezifitit der Ricinus CysEP mittels

fluoreszenzgequenchter Peptide

Die eingehende Analyse der Substratspezifitidt der CysEP wurde von Dr. David Simp-
son vom Department fiir Chemie am Carlsberg Laboratorium in Valby/Didnemark mit Hil-
fe von synthetischen fluorogenen Peptiden (Davy et al., 2000) durchgefiihrt. Er verwende-
te zum einen Peptide der allgemeinen Sequenz Abz-Xaa-Arg-|-GIn-Gln-Tyr(NO,)-Asp,
mit 19 verschiedenen Aminosdureresten an der P2-Position zur Charakterisierung der
S2-Tasche des Enzyms, zum anderen eine Serie von Peptiden der allgemeinen Sequenz
Abz-Leu-Xaa- | -GIn-Pro-Tyr(NO,)-Asp, mit 20 verschiedenen Aminosédureresten an der
P1-Position zur Charakterisierung der S1-Tasche. Basierend auf der Annahme, dass eine
Spaltung zwischen Pro und Gln eher unwahrscheinlich ist, wurde ein Pro-Rest (anstelle
des Gln) an P2’ gesetzt, um die Spaltung zwischen Xaa und Gln zu dirigieren.

Die enzymatische Hydrolyse der Peptidsubstrate wurde auf einem Fluoreszenz-Spektro-

meter (LS 50; Perkin Elmer, Foster City, CA) bei 360 nm Anregung und 460 nm Emission
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verfolgt. Der Assay wurde, wie bei Davy ef al. (1998) beschrieben durchgefiihrt und die
kinetischen Konstanten k., und K,, ermittelt.

Die Reinigung und Kristallisation der CysEP, sowie die Strukturaufklirung erfolgte un-
ter der Leitung von Dr. Manuel Than von der Abteilung fiir Strukturforschung unter Prof.
Dr. Robert Huber am MPI fiir Biochemie in Martinsried.

Die Proform der Ricinus CysEP in den Ricinosomen verfiigt neben dem N-terminalen
Propeptid iliber das C-terminale KDEL-Signal. Bei der in-vitro-Reifung der CysEP aus iso-
lierten Ricinosomen durch Ansduerung wurden N- und C-terminales Propeptid abgespal-
ten. Ricinosomen von 32 Saccharose-Gradienten wurden mit Aktivierungspuffer 1:10 ver-
diinnt und fiir 20 min bei RT geriihrt. Danach wurden die verdiinnten Ricinosomen im Eis-
bad mit Ultraschall behandelt (20 Zyklen zu 10 Impulsen von 1 s, gefolgt von 50 s Pause)
und bei 45000 rpm und 4°C 1 h zentrifugiert (Festwinkelrotor Ti50, Ultrazentrifuge 7-55;
Beckman).

Um einen fiir die Inhibierung der CysEP geeigneten Inhibitor zu finden, wurden kineti-
sche Experimente mit drei kovalenten Chloromethylketon(CMK)-Inhibitoren, ndmlich
N p-tosyl-Lys-CMK (N-1155; Bachem), H-D-Pro-Phe-Arg-CMK (N-1210; Bachem) und
H-D-Val-Leu-Lys-CMK (N-1385; Bachem) durchgefiihrt. Dazu wurden im 1000 uL-As-
say (detailierte Zusammensetzung unten) 20 pL der Verdiinnungen der 10 mM-Inhibitor-
Stammlésungen (200, 100, 10 und 1 nmol) mit 50 pL Ricinosomen (1:100 verdiinnt,
10 min in Assay-Puffer pH 5,5 aktiviert) fiir 5 min inkubiert und dann durch Zugabe von
10 uL Substrat die Reaktion gestartet und deren Kinetik {iber 5 min verfolgt.

Aufgrund dieser Vorversuche wurde der Inhibitor H-D-Val-Leu-Lys-CMK fiir die
Hemmung der aktiven CysEP aus Ricinosomen ausgewihlt. Hierzu wurde die Probe nach
der Zentrifugation mit dem Inhibitor H-D-Val-Leu-Lys-CMK in einer Konzentration von
25 uM inkubiert. Ausgehend von der Endausbeute an CysEP von 5 mg bzw. 200 nmol
entsprach das einem 40-fachen Inhibitoriiberschuf3. Die Inhibierung der CysEP wurde an-
hand der proteolytischen Aktivitit gegen das fluorogene Substrat Cbz-Phe-Arg-AMC (C-
9521; Sigma) in einer Arbeitskonzentration von 1 uM in einer 1 mL-Fluoreszenzkiivette
(108F-QS; Hellma) im Fluoreszenz-Spektrometer (SFM 25; Kontron) bei 360 nm Anre-
gung und 460 nm Emission kontrolliert. Die Hemmung wurde als vollstindig erachtet, als
in einem Zeitraum von 30 min keine Aktivitdt mehr messbar war. Danach wurde der Probe

eine Tablette eines Protease-Inhibitor-Cocktails (#1836170; Roche) zugefiigt, um andere
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moglicherweise vorhandene Proteasen zu hemmen und abschlieBend steril filtriert

(0,22 pm-Steritop-Sterilfilteraufsatz, PF1597EN00; Millipore).

Fluoreszenz-Assay:

Aktivierungspuffer:

Substrat-Stammldsung:

Substrat-Verdiinnung:

Inhibitor-Stammldsungen:

Assay-Puffer:

Reaktionsansatz:

Inhibitor-Ansatz:

20 mM MES pH 5,5
10 mM DTT

10 mM Cbz-FR-AMC in Dimethylformamid (DMF)

20 uM in Assay-Puffer (Stammlosung 1:500)

jeweils 10 mM H-D-Val-Leu-Lys-CMK, H-D-Pro-Phe-Arg-
CMK und N-p-Tosyl-Lys-CMK in DMF

100 mM Na-Acetat pH 5,5

2 mM Cystein

2 mM B-Mercaptoethanol

0,08% Brij35

950-x pL Assay-Puffer

x uL Protease-Losung

50 pL Substrat-Verdiinnung (Arbeitskonzentration 1 uM)

—5 min Messintervall

940 uL Assay-Puffer

50 puL Ricinosomen (aktiviert bei pH 5,5; 1:100)
20 uL Inhibitor (200, 100, 10, 1 nmol)

—5 min Inkubation

10 pL Substrat-Verdiinnung

—5 min Messintervall

4.2.1.4 Reinigung der Ricinus CysEP iiber Siulenchromatographie

Die sterilfiltrierte Probe wurde mit einer FluB3rate von 3 mL/min auf eine DEAE-Saule

(5§ mL DEAE-Sepharose Fast-Flow HiTrap-Saule, #17-5157-01; Amersham-Pharmacia)

geladen, die Sdule mit 10 Sdulenvolumina Puffer A bis zum Erreichen der Basislinie ge-

waschen und mit einem linearen Gradienten von 0—2 M NaCl eluiert. Die Fraktionen wur-

den gesammelt und mittels SDS-PAGE mit Coomassie-Farbung analysiert. Die CysEP

wurde bei 0,3 M NaCl eluiert. Die Peak-Fraktionen wurden vereinigt (27 mL) und auf ein

Volumen von 2 mL einkonzentriert (Centriprep 5 kDa-MWCO; Millipore). Die Probe
wurde auf eine Superdex 75-Gelfiltrationsdule (26x600, #17-1070-01; Amersham-Phar-
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macia) geladen und mit dem Gelfiltrationspuffer bei einer FluBrate von 1 mL/min eluiert.
Die Fraktionen wurden wiederum gesammelt und durch SDS-PAGE mit Coomassie-Far-
bung analysiert. Die Peak-Fraktionen wurden vereinigt und iiber eine NAP5-Séule (#17-
0853-01; Amersham-Pharmacia) vom Gelfiltrationpuffer auf den Lagerpuffer umgepuffert.
Das bis zur Homogenitét gereinigte Protein wurde auf eine Konzentration von 9 mg/mL
ankonzentriert (Centriprep 5 kDa-MWCO; Millipore), aliquotiert und bis zum Pipettieren
der Kristallisationsansitze bei -70°C gelagert.

Anionenaustausch-Chromatographie: DEAE-Sepharose-FF 5 mL

Puffer A: Puffer B:

2 M NaCl
10 mM MES /NaOH pH 5,5 10 mM MES /NaOH pH 5,5
1 mM EDTA 1 mM EDTA
2 mM B-Mercaptoethanol 2 mM B-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) NaN; 0,02% (w/v) NaN;

Gelfiltration: Superdex 75 26/60
Gelfiltrationspuffer:
150 mM NaCl
2 mM MES / NaOH pH 5,5
1 mM EDTA
2 mM B-Mercaptoethanol
0,02% (w/v) NaN;
Die Puffer fiir die Sdulen-Chromatographie wurden sterilfiltriert und entgast.
Lagerpuffer: 3 mM MES/NaOH pH 5,5
1 mM B-Mercaptoethanol
0,02% NaNj

Der Puffer wurde sterilfiltriert.

4.2.1.5 Bestimmung der N- und C-terminalen Sequenz der inhibierten und

gereinigten Ricinus CysEP

Die Analysen wurden von der Abteilung fiir Proteinanalytik am MPI Martinsried unter
Prof. Dr. F. Lottspeich durchgefiihrt. Die N-terminale Sequenzanalyse wurde mit einem
Sequenzanalyzer Modell 492 (Applied Biosystem/Perkin Elmer, Langen) durchgefiihrt.

Die C-terminale Sequenz wurde durch LC-MS ermittelt.
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4.2.1.6 Kristallographische Methoden

Kristallisation

Die Kiristallisationsansitze erfolgten bei 20°C nach der Dampfdiffusionsmethode im
sitzenden Tropfen (sitting drop) in CrysChem Platten (Charles Supper Company). Die
CrysChem Platten wurden mit transparenter Klebefolie (CrystalClear, Manco Inc., Avon,
USA) verschlossen. Der Kristallisationsverlauf wurde tiber mehrere Monate verfolgt.

Fiir das Screening einer groflen Anzahl von Kristallisationsbedingungen wurde das
Prinzip des sparse matrix sampling (Jancarik und Kim, 1991) angewandt. Dabei wurden
jeweils 2 pl (9 mg/mL in 3 mM MES / NaOH pH 5,5 / 1 mM B-ME) Proteinldsung mit
2 ul des Kristallisationspuffers vermischt und gegen 500 ul Reservoirlésung dquilibriert.

Initiale  Kristallisationsversuche  unter ~ Verwendung von  selbstgemachten
,,In-House “-Screens mit 96 unterschiedlichen Bedingungen fiihrten zu vielen erfolgver-
sprechenden Bedingungen. Diese Bedingungen lassen sich durch Variation verschiedener
Parameter (Konzentration von Protein und Préizipitanz, pH-Wert, Screening verschiedener
Additive, Tropfenvolumen und Mischungsverhéltnis) optimieren. Neben einigen anderen
Bedingungen lieferte der Ansatz mit 29% PEG 4000 / 190 mM Li,SO, / 100 mM Na-Ci-
trat pH 5,9 vielversprechende Kristalle. Bei der weiteren systematischen Verfeinerung
(Fine-Screen) der initialen Kristallisationsbedingungen wurden auf den 24-Well (4 x 6)
Crys-Chem Platten jeweils zwei Parameter um einen fixen Wert herum variiert.

Initiale Bedingung: 29% PEG 4000 / 190 mM Li,SO,4 / 100 mM Na-Citrat pH 5.9
Fine-Screen: konstant gehalten wurde: 190 mM Li,SO4
variiert wurde PEG 4000: 21%, 25%, 29%, 33%
und der pH: pH 5,0/5,5/6,0 ( 100 mM Na-Citrat )
pH 6,5/7,0/7,5 (100 mM HEPES )

Die aus den initialen Kristallisationsversuchen resultierenden Bedingungen wurden
weiter opimiert bis letztendlich ausgezeichnet streuende Kristalle aus 31% PEG 4000 /
190 mM Li,SO,4 / 100 mM Na-Citrat pH 5,04 erhalten wurden. Die Kristalle neigten zur
Bildung von ,,Biischeln®, so daB fiir die Vermessung dieser Kristalle einzelne, gut gewach-

sene Kristalle mit einem Skalpell herauspripariert werden muf3ten.
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Datensammlung und Datenreduktion

Zur Aufnahme von Rontgendiffraktionsdaten wurde ein Kristall in einer Nylon-Schlau-
fe (Hampton Research) montiert. Zur Vermeidung von Kristallschdden wurden die Kristal-
le kurz in Mutterlauge, die zuvor mit 10% Glycerol versetzt worden war, iiberfiihrt und im
Cryo-Strom (Oxford Cryosystems) bei 100 K schockgefroren. Die Messungen erfolgten
mit Graphit-monochromatisierter CuK,-Strahlung (L =1,5418 A) auf einer MAR345
Image Plate (MAR Research, Hamburg). Die Datensitze wurden als Serie von Rotations-
aufnahmen auf einem Rigaku R300B-Drehanodengenerator (Rigaku, Tokyo, Japan) bei
100 kV und 50 mA gesammelt. Da die Kristallsymmetrie nicht eindeutig aus den ersten
Diffraktionsbildern bestimmt werden konnte, wurde ein Datensatz iiber einen Winkelbe-
reich von 180° mit Inkrementen von je 0,2° pro Bild aufgenommen.

Die Diffraktionsdaten wurden in DENZO (Otwinowski und Minor, 1993) und SCALE-
PACK zunéchst ohne Symmetriebeschrankungen (P1) integriert und aufeinanderskaliert.
Nachdem die 222-Symmetrie des Datensatzes mittels einer Patterson-Selbstrotation mit
GLRF (Tong und Rossmann, 1990) bestimmt worden war, wurden die Daten in der kor-
rekten Raumgruppe (P2,2,2,) erneut prozessiert.

Die weitere Analyse der Daten wurde mit dem HKL-Programmpaket (Otwinowski und

Minor, 1997) durchgefiihrt.

4.2.1.7 Modellbau und Verfeinerung

Das Phasenproblem wurde durch molekularen Ersatz unter Verwendung der Struktur
der Prolin-spezifischen Cystein-Proteinase aus Zingiber officinale (PDB-Eintrag 1CQD;
Choi et al., 1999) als Suchmodell in AmoRe (Navaza, 1994) gelost. Die Rotationsfunktion
zeigte in Einklang mit zwei Molekiilen in der asymmetrischen Einheit zwei stark abgeho-
bene Peaks (Korrelationskoeffizienten von je ca. 25 iiber 16). Nach der Translationsfunkti-
on und dem Rigid-body-Refinement lagen der Korrelationskoeffizient bei 41,4% und der
Reys bel 47,7 (Auflosung 15-3 A). Das Modell wurde mit der Aminosédure-Sequenz der
CysEP von Hand tiberbaut und in mehreren Zyklen manuell vervollstandigt. Alle manuel-
len Modellbauschritte wurden unter Benutzung der F,5s — F' cuie Und 2 Fops — Feuie Differenz-
dichten in MAIN (Turk, 1992) durchgefiihrt. In den frithen Stadien des Uberbauens wurde
die Qualitit der Elektronendichtekarte durch zweifache NCS-Mittelung in MAIN weiter

verbessert. Die Verfeinerungsprozedur wurde in CNSv1.1 (Brunger et al., 1998) ausge-
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fiihrt und beinhaltete Geometrieverfeinerung (positional refinement), individuelles B-Fak-
tor-Refinement, sowie simulated annealing in den ersten Schritten des Modellbaus. Im
weiteren wurden wéhrend der Verfeinerung starke NCS-Beschrinkungen zwischen den
beiden Molekiilen der asymmetrischen Einheit angewendet, wobei einzelne Haupt- und
Seitenkettenbereiche, die der NCS nicht entsprachen, herausgenommen wurden. Es wur-
den die von Engh und Huber (1991) beschriebenen Zielparameter und die anisotropische
B-Faktor-Skalierung angewandt. Die Wassermolekiile wurden automatisch eingebaut und
durch Begutachtung der F-F.a. Differenzdichte manuell tiberpriift. Die endgiiltige Struk-
tur mit guter Stereochemie und einem R-Faktor von 18,1% (Rge. = 22,6%; gemil Brunger
(1992) wurden 5% der Reflexe zufillig ausgewihlt und als Test-Set nicht in die Verfeine-
rung einbezogen) wurde mit PROCHECK und SFCHECK (Bailey, 1994) untersucht. Die
Alignments zu den homologen Strukturen wurden mit TOP3D (Lu, 1996) und MAIN er-

rechnet.

4.2.1.8 Graphische Darstellungen und Sequenzvergleiche

Zur graphischen Darstellung von Molekiilmodellen wurden die Programme BOB-
SCRIPT (Esnouf, 1999), MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und Raster3D (Meritt und Bacon,
1997) benutzt. Molekiiloberflaichen wurden mit dem Programm GRASP (Nicholls ef al.,
1993) berechnet und dargestellt. Zur graphischen Darstellung von Sequenzvergleichen
wurde das Programm ALSCRIPT (Barton, 1993) verwendet. Zur Nachbearbeitung von
Bildern, sowie zu deren Konvertierung wurden die Programme PHOTOSHOP (Adobe
Systems Inc., USA), XV (J. Bradley, Pennsylvania, USA) und Core]DRAW (Corel Corpo-

ration Limited, 1998) verwendet.
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4.2.2 Reinigung und Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing

Peptidase aus Citrullus vulgaris

4.2.2.1 Anreicherung von Glyoxysomen aus Kotyledonen von Citrullus vulgaris

Die Préparation der Glyoxysomen erfolgte nach der von Sautter und Hock (1982) modi-
fizierten Methode von Cooper und Beevers (1969). Dazu wurden Wassermelonen-Samen
(,,Dixie-Queen*; Landreth Seed Co., Baltimore, MD, USA) in feuchtem, autoklavierten
Vermiculit in Pflanzschalen aus Plastik ausgesdt und dabei knapp mit Vermiculit bedeckt.
Es wurden 15 g Samen (~150 Samen) pro Schale in acht parallelen Reihen ausgesit. Die
Schalen wurden mit Alufolie verschlossen und zur Keimung 3 Tage bei 30°C im Dunkeln
inkubiert.

Zum Erntezeitpunkt lieB sich die Samenschale leicht von dem Kotyledonen abziehen.
Alle weiteren Schritte wurden gekiihlt auf Eis oder im Kiihlraum durchgefiihrt. Die ge-
sammelten Kotyledonen wurden gewogen, mit Homogenisationspuffer (3,75 mL pro
g Frischgewicht) im Mixer schonend zerkleinert (dreimal 10 s bei maximaler Geschwin-
digkeit, dazwischen jeweils 10 s Pause). Das Homogenisat wurde durch zwei Lagen Mi-
racloth filtriert, 15 min bei 1500 rpm zentrifugiert (JA-10 Rotor; Avanti J-25 Zentrifuge;
Beckman-Coulter). Das Pellet mit den Zelltriimmern wurde verworfen und der Uberstand
30 min bei 9500 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Rohorganellen-Pellet wurde mit weni-
gen mL eiskaltem Homogenisationspuffer mit einem Pinsel resuspendiert und die Suspen-
sion auf die Saccharose-Dichtegradienten geladen. Die Schichtung erfolgte nach dem in
Tabelle 4.2 vorgegeben Schema in offenen Zentrifugenrdhrchen (#344060, Ultra clear Po-
lyallomer, 14 x 95 mm; Beckman). Die Kapazitét eines Gradienten lag bei etwa 4 g Frisch-
gewicht. Die Auftrennung der Organellen erfolgte im Swing-out-Rotor (SWTI 40 Rotor;
Beckman oder alternativ Kontron) in der Ultrazentrifuge (Modell 7-55; Beckman) 3 h bei
25000 rpm und 4°C. Zur Gewinnung der in distinkten Banden angereicherten Organellen
wurde die Probe nach dem Durchstechen der seitlichen Wand mit einer 1,2 mm-Kaniile
abgezogen. Als erstes wurde die, von unten gesehen, zweite Bande zwischen 43% und
50% Saccharose abgezogen, sie enthielt Plastiden und Glyoxysomen. Anschliefend wurde
in gleicher Weise die reine Glyoxysomen enthaltende, unterste Bande zwischen 50% und
57% Saccharose abgezogen. Das abgezogene Volumen je Fraktion und Gradient lag bei

~0,75 mL fiir die reine Glyoxysomen-Fraktion bzw. ~1 mL fiir die mit Plastiden verunrei-
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nigte Glyoxysomen-Fraktion. Die gewonnenen Glyoxysomen- und Glyoxysomen-/Plasti-
den-Fraktionen wurden bei -20°C eingefroren und bis zur Proteinreinigung gelagert.

Die Glyoxysomen wurden mittels in-vitro-Assay auf das glyoxysomale Markerenzym
Isocitrat-Lyase (ICL) getestet. Die Messung erfolgte in Glaskiivetten (Hellma; Miillheim)
bei 324 nm und 30°C im Photometer mit angeschlossenem Schreiber (Kontron). Der Ab-

sorptionskoeffizient € betrdgt 14,29 cm/pumol.

Tabelle 4.2: Pipettierschema fiir die Schichtung von 10-57% Saccharose-Dichtegradienten in Zentrifu-
genrohrchen fiir die Isolierung von Glyoxysomen.

Saccharose-Konzentration  Saccharose-Stammldsung Gradientenmedium Effektives Volumen

[%0] [mL] [mL] [mL]

57 1,9 0,1 2

50 2,5 0,5 3

43 1,8 0,7 2,5

33 1,1 0,9 2

20 0,33 0,67 1

10 0,17 0,83 1

Homogenisationspuffer: 50 mM HEPES/KOH pH 7,5
250 mM Saccharose
10 mM KCl
1 mM MgCl,
1 mM Na,EDTA
1 mM DTT

Saccharose-Stammlosung:  60% (w/w) in Gradientenmedium
(132 g Saccharose in 88 mL Gradientenmedium)

Gradientenmedium: 1 mM HEPES/KOH pH 7,5
10 mM Na,EDTA
5 mM MgCl,
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ICL-Assay (Hock, 1973):
ICL-Puffer: 3,37 mM Phenylhydrazin*HCI (P-7126; Sigma)
1,5 mM DTT (D-0632; Sigma)
67 mM KH,PO, pH 6,9
1,67 mM MgCl,
0,5% Triton-X-100 (X-100; Sigma)
50 mM D,L-Nas-Isocitrat (I-1252; Sigma)
ICL-Assay: 1000 pL Puffer
100 pL Probe
25 pL Triton
100 pL Isocitrat
Die Berechnung der Aktivitét erfolgte nach folgender Formel:

U/mL = [AA]*1,225/14,29+0,1 [pmol/minemL]

4.2.2.2 Bestimmung der proteolytischen Aktivit:it

Die Aktivititsmessungen im Rahmen der Reinigung und Charakterisierung der
Glyoxysomalen Processing Peptidase wurden mit dem fluorogenen Dipeptid Cbz-Phe-
Arg-AMC (o-N-Carboxy-Benzoyl-Phe-Arg-7-Amido-4-Methylcoumarin, kurz: Cbz-FR-
AMC, C-9521; Sigma), einem Substrat flir die Plasma-Peptidase Kallikrein und fiir
zahlreiche Serin- und Cystein-Proteasen mit Arg-Spezifitit (Morita et al., 1977) analysiert.
Dieses war von den zur Verfiigung stehenden fluorogenen Peptiden das einzige, mit dem
die prozessierende Aktivitdit im 80-120 mM DEAE-Stufeneluat reproduzierbar
nachgewiesen werden konnte.

In dem durch die Peptidkette verwendeten Donor-Akzeptor-Paar ist die Amidomethyl-
Coumarin-Gruppe (AMC-Gruppe) der Donor, der, solange das Molekiil intakt ist, die
Fluoreszenzenergie intramolekular an den Akzeptor, die Carboxymethyl-Gruppe weiter-
gibt, ohne das dabei Strahlung emittiert wird. Durch die proteolytische Spaltung der Pep-
tidkette werden Donor und Akzeptor entkoppelt und der Donor, die fluorogene Gruppe
kann Strahlung der Emissionswellenldnge abgeben. Anregungs- und Emissionswellenlén-
ge der AMC-Gruppe liegen bei 360 nm bzw. 460 nm. Theoretische Hintergrundinforma-
tionen zum Intramolekularem Fluoreszenz Energie Transfer (IFETS) finden sich im Uber-

sichtsartikel von Gershkovich und Kholodovych (1996).
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Die Messungen wurden mit einem Perkin-Elmer Plattenreader (HTS 7000 Plus; Pro-
gramm: HT Soft 2.0) in schwarzen 96-well Microtiterplatten (Greiner) durchgefiihrt. Das
Assay-Volumen betrug 100 pL und die Substratmenge war mit 1,6 nmol (je Ansatz etwa
12000 RFU) im UberschuB. Als negative Kontrolle diente 10 mM Tris/HC1 pH 7,4 / 2 mM
B-ME / 0,02% NaNj, als positive Kontrolle 0,1 mg/mL Trypsin. Es wurde immer die nach
30 min akkumulierte Fluoreszenz (RFU/30 min) in einem Temperaturbereich von 27-30°C
(Raumtemperatur) gemessen.

Substrat-Stammldsung: 10 mM Cbz-Phe-Arg-AMC in DMF

Substrat-Verdiinnung;: 1:500 in 50 mM NaP; pH 7,4 / 0,02% NaN;
Arbeitskonzentration: 16 uM im 100 plL-Assay
Fluoreszenz-Assay: 20 uL Probe

80 uL Substrat-Verdiinnung (= 1,6 nmol)

4.2.2.3 Aufbereitung der isolierten Glyoxysomen-Priparationen

150 mL isolierte Glyoxysomen wurden aufgetaut und vereinigt. Die Glyoxysomen wur-
den zur Absenkung des Saccharose-Gehaltes fiir das Beladen der DEAE-Séule 1:10 mit
DEAE-Puffer A (10 mM Tris/HCI pH 7,4 / 2 mM B-ME / 0,02% NaN;) verdiinnt und an-
schlieBend in 250 mL Portionen in einer Rosettenzelle (Stolting, Dortmund) im Eisbad so-
nifiziert (10 min bei 9x-Cycle und 80% Intensitit). Die sonifizierte Probe wurde zum
Pelletieren der Membranen und Partikel in vorgekiihlten 50 mL Schraubréhrchen im Beck-
man-Coulter JA 25.50 Festwinkel-Rotor 30 min bei 25.000 rpm und 4°C zentrifugiert
(Avanti J-25; Beckman-Coulter). Die Pellets wurden einmal gewaschen, dazu nochmals
mit Puffer A resuspendiert, beschallt und zentrifugiert. Der gesammelte Uberstand wurde
vor dem Beladen der DEAE-Saule sterilfiltriert (Steritop Express Plus 0,22 pum;
Millipore).
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4.2.2.4 Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase iiber

Sdulenchromatographie

DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie

Die wie oben beschrieben aufbereitete Probe (Probenvolumen 1,5L, 10 mM Tris
pH 7,4 /2 mM B-ME / 0,02% NaNj;) wurde mit einer FluBrate von 5 mL/min auf zwei hin-
tereinandergeschaltete DEAE-Sédulen (DEAE-Sepharose HitrapFF 5 mL, #17-5154-01;
Amersham-Pharmacia) geladen. Nach dem Probenauftrag wurde bis zum Erreichen der
Basislinie mit Puffer A gewaschen. AnschlieBend wurde bei einer FluBBrate von 5 mL/min
in zwei Stufen eluiert: Zunichst mit einem linearen Gradienten von 0-250 mM NaCl in
250 mL. Der Gradient wurde bei 80 mM NaCl bis zur vollstindigen Elution des bei Frakti-
on 15 einsetzenden Absorptions-Peaks fiir 12 Fraktionen gehalten. AbschlieBend wurde
von 250 mM—-1 M NaCl in 50 mL eluiert. Die gesammelten 5 mL-Fraktionen wurden auf
proteolytische Aktivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die Haupt-
aktivitét (Fraktionen 19-32, 70 mL) wurde vereinigt.

DEAE-Sepharose FF 5 mL; Fluirate 5 mL/min

Puffer A: Puffer B: Puffer C:
200 mM NaCl 1 M NaCl

10 mM Tris pH 7,4 sonst wie Puffer A

2 mM B-ME

0,02% (w/v) NaN;

Grofienausschlufl-Chromatographie (Gelfiltration)

Die vereinigte Hauptaktivitdt der DEAE-Elution wurde mit einer Amicon Ultra-15-Fil-
tereinheit (10 kDa-MWCO, 15 mL, Millipore, Schwalbach) in einer Kiihlzentrifuge bei
4°C mit Swing-out-Einsitzen (Labofuge GL 4400; Heraeus-Christ, Osterode) bei 3500¢g
auf das Injektionsvolumen von 2 mL einkonzentriert. Die Probe wurde per Injektion auf
die mit dem Gelfiltrationspuffer dquilibrierte Sdule (Superdex 75 prep grade, Hiload
16/60, #17-1068-01; Amersham-Pharmacia) appliziert. Bei einer FluBBrate von 0,5 mL/min
wurden nach dem AusschlufBvolumen von 40 mL Fraktionen mit 2 mL gesammelt und auf
proteolytische Aktivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die Haupt-
aktivitét (Fraktionen 10-14, insgesamt 10 mL) wurde vereinigt.
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Superdex 75 16/60; FluBrate 0,5 mL/min
Gelfiltrations-Puffer:
150 mM NaCl
10 mM Tris pH 7,4
2 mM B-ME
0,02% (w/v) NaN;

Hydroxyapatit-Chromatographie

Bei keramischem Hydroxyapatit (Cas(PO,);OH), handelt es sich um ein fiir die Auftren-
nung von Biomolekiilen von Tiselius und Mitarbeitern (1956) etabliertes Sdulenmaterial.
Fiir die Herstellung wird kristalliner Hydroxyapatit bei hohen Temperaturen zur deutlich
stabileren und gleichermafen leistungsfdhigen pords-keramischen Form gesintert. Die
Bindungskapazitit der verwendeten CHT II-Sdule (5 mL, CHT II, 10 um; Biorad, Miin-
chen) liegt bei 12,5 mg Lysozym/g CHT.

Die vereinigte Hauptaktivitit der Gelfiltration wurde iber NAP25-Sédule (Pharmacia)
auf den Startpuffer (10 mM KP; pH 7,2 / 2 mM B-ME / 0,02% NaN3) der Hydroxyapatit
(HAP)-Saule umgepuffert; die Probe wurde mit einer Fluirate von 0,5 mL/min geladen.
Im Anschlufl wurde mit 5 Sdulenvolumina Puffer A bis zur Basislinie gewaschen. Die Elu-
tion der Proteine erfolgte im linearen Gradienten von 10-400 mM KP; in 30 mL. Lade-
durchlauf und Wash, sowie die gesammelten Fraktionen der Elution wurden auf die pro-
teolytische Aktivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die Hauptakti-
vitdt der HAP-Siule (Durchlauf und Wash) wurde vereinigt.

Hydroxyapatit, 5 mL; Flurate 0,5 mL/min

Puffer A: Puffer B:
10 mM KP; pH 7,2 400 mM KP; pH 7,2
2 mM B-ME 2 mM B-ME

0,02% (w/v) NaN; 0,02% (w/v) NaNs
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MonoQ-Anionenaustausch-Chromatographie

Die Hauptaktivitit der HAP-Elution wurde mit Amicon Ultra-15 (10 kDa-MWCO,
15 mL; Millipore, Schwalbach) auf den Puffer A (20 mM NaCl / 10 mM Tris / HCI pH 7,4
/2 mM B-ME / 0,02% NaN;3) eingestellt und auf das Injektionsvolumen von 2 mL fiir die
MonoQ-Sédule (MonoQ 5/50 GL, #17-5166-01; Amersham-Pharmacia) einkonzentriert.
Nach dem Probenauftrag wurde mit Puffer A bei einer Flurate von 1 mL/min bis zum Er-
reichen der Basislinie gewaschen. Die Elution der Proteine erfolgte im linearen Gradienten
von 20-250 mM NaCl in 25 mL. Die gesammelten 1 mL-Fraktionen wurden auf die pro-
teolytische Aktivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die Hauptakti-
vitdt wurde vereinigt und Aliquots (1/7 bzw. 6/7) auf ein natives Aktivitéts- bzw. Sequen-
ziergel geladen.

MonoQ 5/50; FluBrate 1 mL/min

Puffer A: Puffer B: Puffer C:
20 mM NaCl 250 mM NaCl 1 M NaCl
10 mM Tris pH 7,4 sonst wie Puffer A

2 mM B-ME

0,02% (w/v) NaN;

Affinitiats-Chromatographie mit Benzamidin-Sepharose

Fiir die Untersuchung des Aktivators sowie den Western-blot mit dem anti-Degl5-Anti-
korper wurden etwa 50 mL Glyoxysomen-Praparation aufbereitet und im ersten Schritt
iiber DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie gereinigt. 1/4 der einkonzentrierten Akti-
vitdt (2,5 Mio. RFU pro mL) wurde mit 19 mL Puffer A auf 500 mM NaCl eingestellt und
mit einer FluBrate von 1 mL/min auf die Benzamidin-Affinititssdule (Benzamidin FF high
sub 1 mL, #17-5143-02; Amersham-Pharmacia) geladen. Nachdem die Sédule zum Errei-
chen der Basislinie mit 20 mL Puffer A gewaschen war, wurde in 50 mL von 500 mM-
2 M NaCl eluiert. Die gesammelten Fraktionen mit 1 mL wurden auf die proteolytische
Aktivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die Hauptaktivitét (Frak-
tionen 18-37) wurde vereinigt, einkonzentriert und (1) fiir die Untersuchung des Aktiva-

tors, sowie (2) flir den Western-blot mit dem anti-AtDegl 5-Peptid-Antikdrper verwendet.
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Benzamidin, 1 mL; Flurate 1 mL/min

Puffer A: Puffer B:

500 mM NaCl 2 M NaCl

10 mM Tris pH 7,4 10 mM Tris pH 7,4
2 mM B-ME 2 mM B-ME

0,02% (w/v) NaN3 0,02% (w/v) NaN3
Alle Puffer fiir die Sdulenchromatographie wurden steril filtriert (0,22 pm Steritop, Milli-

pore, Schwalbach) und unter Rithren durch Vakuum entgast.

4.2.2.5 Vorfraktionierung mittels praparativer nativer isoelektrischer Fokussierung

im Sephadex-Flachbett

In einem zweiten unabhingigen Ansatz erfolgte die Reinigung der Glyoxysomalen Pro-
cessing Peptidase iiber DEAE-Séulenchromatographie, Vorfraktionierung iiber préparative
native isoelektrische Fokussierung im Sephadex-Flachbett und 2-D-PAGE. Die im folgen-
den beschriebene Vorfokussierung (Gorg et al., 2002) und die nachgeschaltete 2-D-Elek-
trophorese wurde zusammen mit Dipl.Biol. Carsten Liick vom Fachgebiet fiir Proteomik
der TU Miinchen unter der Leitung von Frau Prof. Dr. A. Gorg durchgefiihrt.

135mg Sephadex G200 Superfine (Amersham-Pharmacia) wurden mit 3 mL mQ und
120 pL Pharmalyte 3-10 (#17-0456-01; Amersham-Pharmacia) drei Tage bei 4°C ,,gequol-
len®. Die Probe wurde mit mQ auf ein Volumen von 1,4 mL aufgefiillt und mit pI-Markern
(e 7 uL: 4,7 dunkelrot; 5,2 lila; 5,6 gelb; 6,3 rotbraun; 7,5 rot; 8,3 orange; 8,6 braun-vio-
lett; Slais und Friedl, 1995; Stastna et al., 2005) versetzt. Probe und ,.gequollene® Sepha-
dex-Matrix wurden mit der Pipette luftblasenfrei homogen vermischt, anschlieend in ei-
ner Bahn von etwa 10 x 1,5 cm in den Tréger pipettiert und mit 400 pL Silicondl (#35132;
Serva) iiberschichtet. Bei dem auf der temperierten Keramik-Platte der Elektrophorese-
Apparatur (Multiphor II IEF System; Amersham-Pharmacia) montierten Trager handelt es
sich um eine im Rahmen dieser Arbeit vorgenommene Weiterentwicklung der bei Gorg
et al. (2002) beschriebenen Anordnung (siche Abbildung 5.46). Um die Leitfahigkeit zwi-
schen den Elektroden und dem Sephadex-Bett herzustellen, wurden am anodischen und
kathodischen Ende je 2 Lagen mit deionisiertem Wasser getrdnkten Whatman-Papiers
(#3030917, 1 mm; Whatman) als Elektroden-Auflage positioniert. Fiir die Fokussierung
wurde die Apparatur auf 4°C temperiert. Bei einem Strom von 4 mA je Bahn wurde die

Fokussierung bei einer Spannung von 150 V (30 min) begonnen und mit 300 V (30 min),
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600 V (30 min) und 1000 V (1 h) weitergefiihrt. Die Fokussierung wurde anhand der farbi-
gen Marker liberwacht und bei einsetzender Kathodendrift nach etwa 2,5 h beendet.

Vom fokussierten Sephadex-Bett wurden sofort im AnschluBl etwa 5-10 mm breite
Fraktionen mit dem Spatel ausgehoben und nach Elution (10 mM Tris/HCl pH 7,4 / 2 mM
B-ME / 0,02% NaNj3) durch Assay mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC auf pro-
teolytische Aktivitdt untersucht. Anhand der pl-Marker wurde der pl der detektierten Pep-

tidase ndherungsweise ermittelt.

4.2.2.6 Zwei-Dimensionale Elektrophorese (2-D)

Die Zwei-Dimensionale Elektrophorese wurde zusammen mit Dipl.Biol. Carsten Liick
vom Fachgebiet flir Proteomik entsprechend dem von Gorg und Mitarbeitern (2003;
http://www.weihenstephan.de/blm/deg) erarbeiteten Laborhandbuch durchgefiihrt.

Isoelektrische Fokussierung mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG)

Die proteolytische Aktivitdt aus der Vorfraktionierung wurde direkt auf die vorbereite-
ten IPG-Streifen geladen oder mit salzfreiem Puffer eluiert, auf 30 pL einkonzentriert und
mit 60 pL Lysis-Puffer (2 M Thioharnstoff; 7 M Harnstoff; 2% DTT; 2% Pharmalyte
3-10, #17-0456-01, Amersham-Pharmacia; 2% Chaps, #17-1314-01, Amersham-Pharma-
cia) mindestens 30 min inkubiert und aufgetragen. Die IPG-Streifen (Dry Strip pH 4-7,
18 cm, #17-1233-01; Amersham-Pharmacia; Lagerung bei -20°C) wurden nach dem Auf-
tauen im Immobiline Dry-Strip Reswelling Tray (#80-6465-32; Amersham-Pharmacia)
iiber Nacht in Quell-Puffer (2 M Thioharnstoff; 6 M Harnstoff; 0,4% DTT; 0,5% Pharma-
lyte 3-10, #17-0456-01, Amersham-Pharmacia; 1% Chaps, #17-1314-01, Amersham-Phar-
macia) gequollen und mit Mineral6l (#17-1335-01, Cover Fluid; Amersham-Pharmacia)
als Austrocknungsschutz iiberschichtet. Vor der Montage wurden die Streifen durch mehr-
maliges Eintauchen in mQ abgewaschen und durch Auflegen auf Whatman-Papier leicht
getrocknet. Nach dem anodischen Auftrag der mit Lysis-Puffer versetzten Probe wurde
zum Schutz vor Austrocknung mit Mineraldl tiberschichtet. Zum Einwandern der Probe in
die IPG-Matrix wurde mit niedriger Spannung begonnen (je 1h bei 150 V, 300 V und
600 V). Im Anschlufl daran erfolgte die eigentliche Fokussierung beginnend mit einem
Gradienten von 0-8000 V in 1 h und 8000 V bis zum Erreichen von 40000 Vh. Die IPG-
Streifen wurden nach der Fokussierung zum Losen der Protein-Disulfidbriicken unter

Schwenken 15 min in DTT (1% in Trenngelpuffer pH 8,6) inkubiert. Die erneute Ver-
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briickung der freien SH-Gruppen wurde durch anschlieBende Behandlung mit Iodacetamid

(4% in Trenngelpuffer pH 8,6) unterbunden.

SDS-PAGE

SDS-PAGE und die nachfolgenden Farbungen der Gele wurden von Dipl.Biol Carsten
Liick und Andreas Kopf vom Fachgebiet fiir Proteomik durchgefiihrt. Hierzu wurden die
IPG-Streifen der Liange nach zwischen die Glasplatten luftblasenfrei auf das 13%-Poly-
acrylamidgel positioniert; am rechten Rand wurde ein mit 10 pL. Molekiilmassen-Standard
getrankter Streifen (15 x 3 mm) Whatman-Papier aufs Gel gelegt. Zur Abdichtung wurde
mit 2 mL 75°C heiBler Agarose-Losung (1% LM-Agarose in Trenngelpuffer pH 8,6 mit
Bromphenolblau) iiberschichtet. Die fertig montierten Gele wurden in den mit Laufpuffer
befiillten Elektrophorese-Tank (5 L 4x Laufpuffer + 15 L mQ, Konzentrationsausgleich
nach 15 min) gesteckt. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V und 150 mA {iiber 18 h.
Nach dem Lauf wurde die Gele mit Silber oder Coomassie geférbt oder fiir 2-D-Western-

blot verwendet.

Western-blot-Analyse mit dem anti-47Degl5-Peptid-Antikorper

Der anti-AtDegl5-Peptid-Antikorper, der fiir die Immunodetektion der Glyoxysomalen
Processing Peptidase/Degl5 verwendet wurde, wurde grof3ziigigerweise von Prof. Dr I.
Adamska von der Universitidt Konstanz zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es sich um
einen, im Kaninchen gebildeten Antikorper gegen das 15-Aminosduren-Fragment ET-
TAAVHPGGSGGAYV der Peptidase AfDegl5 aus dem Bereich um das katalytische Serin.
Der Antikorper wurde fiir die Immunodetektion in der Verdiinnung 1:1000 in 1% BSA in
TBST 24 h bei 8°C inkubiert.

Analyse des Reinigungsverlaufs der priparativen nativen Sephadex-IEF mit
Gelatine-Aktivititsgel

Die wesentlichen Stufen des Reinigungsverlaufs wurden {iber ein 8%-Nativgel mit
0,05% einpolymerisierter Gelatine, wie unter Abschnitt 4.1.5 beschrieben, analysiert. Es
wurden verdiinnte Glyoxysomen-Probe, DEAE-Pool und Sephadex-IEF-Eluat, sowie zu-
satzlich durch Ultrafiltration-Einheit (100 kDa-MWCO, Vivascience) in die zwei Fraktio-
nen >100 kDa und <100 kDa aufgetrennter DEAE-Pool untersucht. Fiir die Probe “ver-
diinnte Glyoxysomen” wurden 300 puL angereicherte Glyoxysomen 10-fach verdiinnt, fiir

30 s auf Eis mit Ultraschall behandelt, 10 min bei 14000 rpm abzentrifugiert und der
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Uberstand mit 5 kDa-Vivaspin-500 auf 120 uL einkonzentriert. 60 pL Konzentrat wurden
mit 25 pL Nativ-Ladepuffer versetzt und aufs Gel geladen. Fiir die Probe “DEAE-Pool”
wurden 4 mL DEAE-Pool (~500000 RFU) wie vorher auf 120 pL einkonzentriert, davon
60 uL mit 25 pL Nativ-Ladepuffer versetzt und geladen. 4 mL DEAE-Pool wurden bei
3000g im Swing-out-Rotor bei 4°C auf etwa 500 puL einkonzentriert (Labofuge, Heraeus).
Nach dem Durchlaufen der Probe wurde mit 4 mL 10 mM Tris pH 7,4 nachgespiilt und
nochmals auf 500 pL einkonzentriert. Der “<100 kDa”-Durchlauf wurde mit dem Puffer
auf exakt 8 mL aufgefiillt, das >100 kDa-Konzentrat auf exakt 4 mL. Zur Uberpriifung
der Fraktionierung wurden Aliquots der beiden Fraktionen mittels Protease-Assay auf Ak-
tivitdt gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC getestet. Es befand sich 100% der ein-
gesetzten Aktivitidt im Durchlauf, im Konzentrat war keinerlei Aktivitidt nachweisbar. Bei-
de Fraktionen wurden auf jeweils 120 pL einkonzentriert und davon wiederum jeweils
60 uL mit 25 uLL Nativ-Ladepuffer versetzt und aufs Gel geladen. Vom Sephadex-IEF-
Eluat wurden etwa 35 uL mit 15 pL Nativ-Ladepuffer versetzt und geladen. Die elektro-
phoretische Auftrennung im 8%-Nativgel dauerte 16 h bei 25 V und 4°C. Anschlieend
wurden die Gele wie im Abschnitt 4.1.5 beschrieben zuriickgefaltet, dann 30 h bei 45°C
inkubiert, in Coomassie gefarbt und abschlieend zum Sichtbarmachen der Verdauungsho-

fe entfirbt.

Probenaufbereitung fiir die Reinigung der GPP/Degl5 iiber DEAE-Séiule und
Sephadex-IEF bzw. Benzamidin-Siule

Etwa 50 mL Glyoxysomen-Préiparationen wurden, wie im Abschnitt ,,Aufbereitung der
isolierten Glyoxysomen-Préaparationen® beschrieben, aufbereitet und anschlieend iiber
DEAE-Siule gereinigt. Die Fraktionen wurden anhand der proteolytischen Aktivitét gegen
das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert und die Hauptaktivitit vereinigt
(10 Mio. RFU). Nach dem Einkonzentrieren mit einer Amicon-Ultral5-Einheit
(10 kDa-MWCO, Millipore) wurden 3/4 der Hauptaktivitét iiber native praparative Sepha-
dex-IEF weiter gereinigt. Die gewonnene proteolytische Aktivitit wurde nach Konzentrie-
ren (Vivaspin-500, 5 kDa-MWCO; Vivascience) zum einen flir Spaltassays mit syntheti-
schen Peptiden, zum anderen fiir 2-D-PAGE mit (1) abschlieBender Silberfarbung und
(2) um den, der gesuchten Protease entsprechenden Spot auf dem silbergefarbten 2-D-Gel
zu identifizieren, im 2-D-Western-blot mit dem anti-4fDegl5-Peptid-Antikorper (zur Ver-
fligung gestellt von Prof. Dr. I. Adamska, Universitidt Konstanz) in 1:1000 Verdiinnung,
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eingesetzt. Das andere Viertel aus der nach DEAE-Saule konzentrierten Hauptaktivitit
(ca. 2,5 Mio. RFU) wurde iiber Benzamidin-Affinitétssiule gereinigt. Die Fraktionen wur-
den wie oben auf proteolytische Aktivitdt analysiert, die Hauptaktivitdt gepoolt, iiber
NAP25 entsalzt und iiber Amicon-Ultral5 und Vivaspin-500 (10 kDa bzw. 5 kDa-
MWCO) ankonzentriert. Davon wurden 2/3 fiir Western-blot mit dem anti-4AfDegl5-Pep-
tid-Antikorper auf ein 8%-Nativgel geladen und 1/3 fiir Aktivator-Versuche verwendet.

Die Probenaufteilung zusammengefaft:
Das DEAE-Pool-Konzentrat (4 mL) wurde aufgeteilt, von 3 mL wurden:
® 2700 pL tiber préparative native Sephadex-IEF gereinigt und einkonzentriert, dann je 1/3
des Volumens eingesetzt fiir:
«  2-D-PAGE mit abschlieBender Silberfarbung
«  2-D-PAGE und 2-D-Western-blot mit dem anti-A¢Degl5-Peptid-Antikdrper
«  Spaltassays mit synthetischen Peptiden
® 300 pL fiir Inhibitorversuche verwendet
1 mL wurde, wie beschrieben, iiber Benzamidin-Affinitdtssdule gereinigt, mit Amicon-
Ultral5 (15 mL, 10 kDa-MWCO; Millipore) und Vipaspin-500 (500 puL, 5 kDa-MWCO; Vi
vascience) auf 100 pL einkonzentriert, davon:
® 40 pL auf ein natives 8%-Polyacrylamid-Gel fiir Western-blot mit dem anti-A¢Degl5-Pep-
tid-Antikorper geladen
® 60 pL fiir Fluoreszenz-Assays und Aktivator-Versuche eingesetzt

Untersuchung des Aktivators im Amicon-Durchlauf

Fiir die Untersuchung des Aktivators wurde der Amicon-Durchlauf von der Konzentrie-
rung des DEAE-Pools unterschiedlichen Behandlungen unterzogen und anschlieBend im
Protease-Assay untersucht. Der Amicon-Durchlauf wurde (1) in der Speedvac eingetrock-
net und in 20% des urspriinglichen Volumens mQ aufgenommen, was einem Konzentrie-
rungsfaktor von 5 entsprach, (2) 20 min bei 95°C erhitzt und (3) 2 h in Phosphorsdure
pH 2 bei 95°C hydrolysiert. 10 uL der GPP/Degl5-Probe (DEAE-Pool) wurden mit 10 pL
des behandelten Amicon-Durchlaufs 15 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte der Fluo-
reszenz-Assay durch Zugabe von 1,6 nmol Protease-Substrat Cbz-FR-AMC in 80 pL
50 mM NaP; pH 7,4 / 0,02% NaNj3. Die akkumulierte Aktivitdt wurde nach 30 min gemes-

Sen.
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4.2.2.7 Versuche zur Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing

Peptidase/Degl5

Bestimmung der Spaltspezifitit der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Degl5 mit
synthetischen Peptiden

Fiir die Analyse der GPP/Degl5 wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Arnold vom Gen-
zentrum der LMU Miinchen in Martinsried fluoreszenzgequenchte Peptide synthetisiert,
die die Spaltstellen von in den Glyoxysomen prozessierten hohermolekularen Vorstufen
abdecken: (1) Glyoxysomale Citrat-Synthase (gCS), Abz-EAHCV |SAQTM-(NO,)Y-D;
(2) Glyoxysomale Malatdehydrogenase (gMDH), Abz-RANCR|AKGGA-(NO,)Y-D;
(3) Thiolase (T), Abz-SASVC|AAGDS-(NO,)Y-D und als Kontrolle das an P1 modifi-
zierte Thiolase-Peptid Abz-SASVG|AAGDS-(NO,)Y-D (siche auch Tabelle 5.12 und
5.13; | steht N-terminal vom in-vivo gefundenen N-Terminus des reifen Proteins). Die
Peptide wurden durch Festphasensynthese nach Merrifield unter Verwendung der Fmoc-
Schutzgruppenstrategie hergestellt. Als Harz diente mit einer Aminoséure beladenes Hy-
droxymethylphenoxy-Harz (Wang-Harz) von Novabiochem; die Fmoc-Aminosdurederiva-
te mit Schutzgruppen wurden von Novabiochem und die Abz-Aminosdurederivate von
Bachem bezogen. Die Peptidsynthesen wurden mit einem Peptidsynthesizer (ABI433A;
Applied Biosystems) im 100 pmol Mallstab durchgefiihrt. Die synthetisierten Peptide wur-
den iiber Reversed-Phase HPLC (SYCAM, Fiirstenfeldbruck; Saule Ultrasphere C18,
Beckman) im linearen Gradienten bis 70% Acetonitril gereinigt. Die Analyse der Peptid-
fraktion erfolgte liber Reversed-Phase HPLC (System-Gold, Beckman; Siule Source
SRPC ST 4,6/150 mit 5 um C18 Styrol/Divinylbenzol-Matrix, Pharmacia) im linearen
Gradienten bis 80% Acetonitril. Das Molekulargewicht der Proben wurde mittels ESI-MS
(LCQ DecaXP +; Thermo-Finnegan) iiberpriift. Hierzu wurden MS-Spektren in einem
Massenbereich von 200-2000 m/z aufgenommen. Weiterhin wurde ein Substrat der euka-
ryontischen Ca’*-abhingige Proprotein-Convertase Furin (siche Abschnitt 3.4.6) verwen-
det (Angliker et al., 1995). Dieses Peptid Abz-RVKRGLA-(NO,)Y-D (M-2115; Bachem)
mit gleichem Donor-Akzeptor-Paar (Fluorogen-Quencher-Paar) enthédlt an den Positionen
P1 und P4 jeweils Arg.

In dem verwendeten Donor-Akzeptor-Paar ist die Aminobenzoyl-Gruppe (Anthranilyl-,
Abz-Gruppe) der Donor und die Nitro-Tyrosyl-Gruppe der Akzeptor. Anregungs- und

Emissionswellenldnge sind 320 nm bzw. 420 nm. Der C-terminale Asp-Rest fungiert als
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Schutzgruppe gegen die proteolytische Aktivitit von Carboxy-Peptidasen.

Zum Funktionsnachweis der GPP/Degl5 wurden fiir den Spaltassay 10 nmol jedes der
vier synthetischen Peptide in 4 uL DMF bzw. 10 nmol des Peptids Abz-RVKRGLA-
Y(NO,)-D in 4 uL DMSO mit 10 pL Protease-haltiger Probe (67.000 RFU pro Ansatz;
siche oben) in 186 puL Puffer (10 mM Tris pH 7,4) 3 h im Wasserbad bei 24°C inkubiert
und die Reaktion dann durch Schockfrieren in Fliissigstickstoff abgestoppt. Die negativen
Kontrollen enthielten anstelle der Probe 10 uL des verwendeten Puffers. Die Spaltproduk-
te der Proben wurden von der Abteilung fiir Proteinanalytik am MPI Martinsried unter der
Leitung von Prof. Dr. F. Lottspeich mittels Edman-Sequenzierung und Massenspektrosko-

pie analysiert.

Spaltassay:
Peptid-Stammldsung: 2,5 mM (50 nmol in 20 pL Dimethylformamid)
Probe: Glyoxysomale Processing Peptidase, angereinigt aus

Glyoxysomen mittels DEAE-Sédule und préparativer nativer

Sephadex-IEF, 67.000 RFU

Reaktionsansatz (200 puL): 4 pL Peptid-Stammlésung (Endkonzentration 50 uM)
10 puL Probe
186 uL Puffer 10 mM Tris pH 7,4 / 2 mM B-ME / 0,02% NaN;
— Inkubation 3 h bei 24°C im Wasserbad

— nach Reaktionsende Einfrieren in Fliissig-N»

Untersuchung der pH-Abhingigkeit

Die pH-Abhéngigkeit der proteolytischen Aktivitdt der Glyoxysomalen Processing Pep-
tidase gegeniiber dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC wurde im Bereich von pH 4,5
bis 9,0 in Acetat-, MES- und Tris-Puffer bzw. Phosphat-Puffer untersucht. Desweiteren
wurde die proteolytische Aktivitdt in Tris-Puffer und Phosphat-Puffer bei pH 8,5 direkt
miteinander verglichen.

10 pL Protease-haltige Probe (DEAE-Pool-Konzentrat) wurde mit 1,6 nmol des fluoro-
genen Substrates Cbz-FR-AMC in 90 uL. 500 mM Acetat-Puffer (pH 4,5; 5,0; 5.5),
250 mM MES-Puffer (pH 5,5; 6,0; 6,5) und 500 mM-Tris-Puffer (pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5;
9,0) versetzt und bei RT inkubiert. Nach 30 min wurde die akkumulierte Fluoreszenz ge-
messen. Als Kontrolle wurde bei jedem pH-Wert der Blindwert mit 90 pL Substrat im
Puffer mit 10 uL DEAE-Puffer A bestimmt und vom erhaltenen Bruttowert subtrahiert. Je-
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der MeBwert wurde vierfach bestimmt.

DEAE-Pool-Konzentrat und Sephadex-Eluat wurden auf die pH-Abhéngigkeit der pro-
teolytischen Aktivitét gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC untersucht. Dazu wur-
den NaP;-Puffer in pH-Schritten von 0,5 Einheiten von pH 4,5 bis 9,0 hergestellt und von
jeder Stufe Substrat-Verdiinnungen mit 1,6 nmol des fluorogenen Substrates Cbz-FR-
AMC pro 80 uL 50 mM Phosphat-Puffer angesetzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 20 pL Protease-haltiger Probe gestartet, so da3 ein MeBBvolumen von 100 pL gegeben
war. Als Kontrolle dienten jeweils 80 pL Substratansatz der entsprechenden pH-Stufe mit
20 uL mQ. Es wurde die nach 30 min akkumulierte Fluoreszenz ermittelt, jeder MefBwert
wurde vierfach bestimmt.

Fiir den direkten Vergleich der proteolytischen Aktivitdt der GPP in Tris-Puffer und
Phosphat-Puffer wurden Ansdtze bei pH 8,5 direkt miteinander verglichen. 10 pL Pro-
tease-haltige Probe (DEAE-Pool-Konzentrat) wurde mit 1,6nmol des fluorogenen Substra-
tes Cbz-FR-AMC in 90 uL 50 mM NaP;- bzw. 20 mM Tris-Puffer pH 8,5 versetzt und bei
RT inkubiert. Es wurde die nach 30 min akkumulierte Fluoreszenz gemessen jeder MeB3-

wert wurde dreifach bestimmt.

Untersuchung der Temperatur-Abhiingigkeit

Die proteolytische Aktivitdt des Sephadex-Eluates gegen das fluorogene Substrat Cbz-
FR-AMC wurde im Temperaturbereich von 25°C bis 70°C untersucht. Dazu wurde die
Protease-haltige Probe 30 min bei der entsprechenden Temperatur vorinkubiert und dann
die Reaktion durch Zugabe von Substrat gestartet. Pro 20 uL Probe wurden 80 pL Sub-
strat-Verdiinnung mit 1,6 nmol Substrat zugefiigt. Parallel wurde bei jeder Temperaturstu-
fe die Autolyse des Substrates ermittelt. Die nach 30 min akkumulierte Fluoreszenz wurde

ermittelt und jeder MeBwert vierfach bestimmt.
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Untersuchung des Einflusses von Testproteinen auf die proteolytische Aktivitiat bei
30°C und 45°C

Nachdem im Amicon-Durchlauf ein Aktivator identifiziert war, wurden die drei Test-
proteine B-Casein (C-6905; Sigma), Magermilchpulver (Saliter) und Rinderserum-Albu-
min (Fluka) auf ihre Wirkung auf die proteolytische Aktivitdt der GPP/Degl5 bei Inkuba-
tionstemperaturen von 30°C und 45°C untersucht. Dazu wurden jeweils 1%ige Stammlo-
sungen in mQ angesetzt und hiervon im 100 pL-Assay 10 pL Testprotein (0,1% Endkon-
zentration) mit 10 uL Protease-haltiger Probe (DEAE-Pool-Konzentrat) und 1,6 nmol
fluorogenem Substrat Cbz-FR-AMC in 80 pL. 50 mM NaP;-Puffer pH 7,4 / 0,02% NaN;
angesetzt und 30 min im Eppendorf Thermoschiittler inkubiert. Nach 30 min wurde die

akkumulierte Fluoreszenz gemessen.

Selbstverdau des DEAE-Pools bei 30°C und 45°C

Nach Ermittlung des Temperatur-Optimums der GPP/Degl5 lag es nahe, das Verhalten
der Protease bei verschiedenen Temperaturen gegeniiber glyoxysomalen Matrix-Proteinen
zu untersuchen. Dazu wurde GPP/Degl5-haltiger DEAE-Pool bei 30°C und 45°C im Ep-
pendorf Thermoschiittler inkubiert. Bei Reaktionsbeginn sowie nach 1 h, 2 h, 4 h, 8 h und
24 h wurden 30 pL Aliquots entnommen, mit 15 pL 3-fach Probenpuffer 3 min bei 95°C
aufgekocht und tiber 17,5%-SDS-PAGE analysiert. Die nach 24 h vorhandene Aktivitét
gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC wurde im Standard-Assay mit einer 30-mi-

niitigen Inkubationszeit bestimmt.

Der Einfluf} ausgewéihlter Cofaktoren auf die proteolytische Aktivitit

Einige biochemische Cofaktoren wurden auf einen die Aktivitit beeinflussenden Effekt
hin untersucht. Die Cofaktoren (1) ZnCl, und (2) MnCl, (beide jeweils 100 nM und
100 pM), (3) Mg>+ATP, (4) Mg>+ADP und (5) NADH (jeweils 100 uM) wurden mit
10 uL der GPP/Degl5-haltigen Probe (DEAE-Pool) 15 min bei RT inkubiert. Danach
wurde der Fluoreszenz-Assay durch Zugabe von 1,6 nmol Peptidase-Substrat Cbz-FR-
AMC in 80 uL 50 mM NaP; pH 7,4/ 0,02% NaNj; gestartet. Gemessen wurde die nach
30 min akkumulierte Fluoreszenz. Es wurde eine dreifache Bestimmung der MeBwerte

durchgefiihrt.
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Der Einflufl von Protease-Inhibitoren auf die proteolytische Aktivitit

Die 14 aufgefiihrten Inhibitoren (Tabelle 4.3) wurden eingesetzt, um die GPP/Degl5 zu
charakterisieren. Je Ansatz wurden 10 uL GPP/Degl5-Probe (DEAE-Pool-Konzentrat und
Sephadex-Eluat) mit 10 pL des Inhibitors in der in Tabelle 4.3 angegebenen Arbeitskon-
zentration 1 h bei RT inkubiert. Danach erfolgte der Fluoreszenz-Assay durch Zugabe von
1,6 nmol fluorogenem Protease-Substrat Cbz-FR-AMC in 80 uL 50 mM NaP; pH 7,4 /
0,02% NaN3, so dal3 ein MeBBvolumen von 100 pL gegeben war. Die akkumulierte Aktivi-
tat wurde nach 30 min gemessen. Es wurde eine vierfache Bestimmung der MeBwerte

durchgefiihrt.

Der Einflul von Ca**-Ionen und EDTA auf die proteolytische AKktivitiit

Die proteolytische Aktivitit in den Glyoxysomen wurde iiber DEAE-Saule gereinigt
und mittels Ultrafiltration aufkonzentriert (DEAE-Pool-Konzentrat). Von dieser Probe
wurden 5 uL bei RT (1) 10 min mit 6,25 mM EDTA, (2) 10 min mit 25 mM Ca*" und
(3) 10 min mit 6,25 mM EDTA und anschlieBend 10 min mit 25 mM Ca** ((1), (2) und (3)
jeweils in 15 pL) inkubiert. Danach erfolgte der Fluoreszenz-Assay durch Zugabe von
1,6 nmol fluorogenem Protease-Substrat Cbz-FR-AMC in 80 pL. 20 mM Tris-Puffer
pH 8,5/ 0,02% NaN;3, so dall ein MeBvolumen von 100 puL resultierte. Die akkumulierte
Aktivitdt wurde nach 30 min gemessen. Es wurde eine dreifache Bestimmung der MeB3-

werte durchgefiihrt.
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Tabelle 4.3: Verwendete Protease-Inhibitoren. In den Spalten sind (1) die Protease-Inhibitoren, (2) de-
ren Bezugsquelle, (3) die Konzentration der Stammlosung und das jeweils verwendete Losungsmittel ,

sowie (4) die Arbeitskonzentration angegeben.

Inhibitor Herkunft Stammlésung Arbeitskonzentration
Antipain Sigma, A-6191 10 mM in MeOH 75 uM
Bestatin Sigma, B-8385 6,5 mM in MeOH 130 uM
Chymostatin Sigma, C-7268 10 mM in DMSO 10 uM
Leupeptin Sigma, L-0649 1 mM in mQ 1 uM
Pepstatin A Sigma, P-5318 1 mM in MeOH 1 uM
PMSF Boehringer, 837091 10 mM in Isopropanol 100 uM
TLCK Sigma, T-7254 10 mM MES pH 5,5 100 uM
TPCK Sigma, T-4376 10 mM in EtOH 200 uM
VLK-CMK Bachem, N-1385 10 mM in DMF 5uM
PFR-CMK Bachem, N-1210 10 mM in DMF 5uM
Benzamidin Sigma, B-6506 30 mM in mQ 1 mM
p-Amino-Benzamidin  Sigma 5 mg/mL in mQ 5mM
EDTA Fluka 0,5MpH 8 10 mM
Cystatin aus Hith- o 0408 5,3 mg/mL 10 mM Tris pH 8 1:200
nereiweil}
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5. Ergebnisse

5.1 Gewebespezifische Expression der drei KDEL-Peptidasen in
Arabidopsis thaliana

,»KDEL-Peptidasen bilden eine distinkte Gruppe innerhalb der Papain-artigen Cystein-
Peptidasen. Die im Rahmen dieser Arbeit behandelte Ricinus CysEP darf als Prototyp die-
ser Peptidasen betrachtet werden. Der KDEL-Terminus stellt das ER-Riickhaltesignal dar.
Um die Funktion der drei KDEL-Peptidasen AtCEP1, AtCEP2 und A¢CEP3 in Arabidopsis
zu untersuchen, wurden transformierte Pflanzen, die Glucuronidase (GUS) unter der Kon-
trolle der drei Promotoren von AtCEPI, AtCEP2 und AtCEP3 exprimieren (Gietl und
Schmid, 2001), einer Funktionsanalyse unterzogen. Dabei wurden Ort und Zeitpunkt der
Expression erfalit und dokumentiert.

Desweiteren sollten die drei KDEL-Proteasen in Geweben von Arabidopsis nachgewie-
sen werden. Hierzu wurden Antikorper gegen synthetische Peptide generiert, die gering-
konservierte Regionen der drei KDEL-Peptidasen AtCEP1, A/CEP2 und AtCEP3 représen-

tieren, in denen sich diese Peptidasen unterscheiden.

5.1.1 Histochemische Lokalisation der ArPCEP1-, APCEP2- und ArPCEP3-

Aktivitit in transgenen Promotor-GUS-Linien

Es wurden Transformanden von Arabidopsis untersucht (Gietl und Schmid, 2001), die
den Reporter Glucuronidase (GUS) unter der Kontrolle der Promotoren von CEPI, CEP2
und CEP3 exprimieren. Die trangenen Pflanzen sind im folgenden mit PCEPI-, PCEP2-
und PCEP3-GUS bezeichnet. Es wurden vegetative Gewebe, das heifit 4-10 Tage alte
Keimlinge und generative Gewebe untersucht. Die Stadien der Bliitenentwicklung wurden
nach Miiller (1961; siehe Tabelle 5.1) und die Stadien der Seitenwurzelentwicklung nach
Malamy und Benfey (1997; siehe Abbildung 5.1) klassifiziert.
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Tabelle 5.1: Zusammenfassung der Stadien der Bliitenentwicklung bei Arabidopsis.

Aufgefiihrt sind die Ereignisse, die den Beginn des jeweiligen Stadiums definieren, sowie deren unge-
fihre Dauer. Die Stadien der Bliitenentwicklung entsprechen der von Miiller (1961) eingefiihrten No-
menklatur; die Tabelle entspricht auszugsweise der von Bowman (1993).

Stadium Ereignis zu Beginn des Stadiums Dauer  Alter am Ende
des Stadiums
13 Knospe 6ffnet sich, Petalen sind sichtbar, Anthesis 6h 0,5d
14 lange Antheren tiberragen die Narbe 18 h 1d
15 Narbe iiberragt Antheren 24 h 2d
16 Petalen und Sepalen welken 12h 2,5d
17 alle Organe fallen von den griinen Schoten ab 192 h 10,5d
18 Schoten werden gelb 36 h 12d
19 Schotenwénde trennen sich von der trockenen bis 24 h 13d

falschen Scheidewand

20 Samen fallen

5.1.1.1 GUS-Expression unter der Kontrolle des AfCEPI-Promoters

In Keimlingen lief3 sich nur eine schwache GUS-Expression nachweisen. Der Promotor
war nur in der duBBersten Wurzelspitze (Abbildung 5.2A), jedoch nicht in der Kalyptra ak-
tiv (Abbildung 5.2B). Promotoraktivitit fand sich auch an Orten der Seitenwurzelbildung.
Die ersten Seitenwurzeln entstehen meist am Ubergang vom Hypokotyl zur Wurzel (Ab-
bildung 5.2C). Eine Abfolge verschiedener Stadien der Seitenwurzelbildung ist in Abbil-
dung 5.3A-G gezeigt. GUS-Aktivitdt fand man in den Zellen, die von dem, aus dem Peri-
zykel hervorgehenden Seitenwurzelprimordium mechanisch verdringt werden. Dabei wer-
den von innen nach auflen Endodermis, Cortex und Epidermis durchstoBen. Bereits in den
Stadien II und III der Seitenwurzelentwicklung (Einteilung nach Malamy und Benfey,
1997) war GUS-Expression in Endodermiszellen zu erkennen (Abbildung 5.3A und B).
Bei weiterem Wachstum des Seitenwurzelprimordiums trat die GUS-Expression in der
Rinde (Cortex), der Endodermis benachbarten Zellschicht auf (Abbildung 5.3E). Mit Um-
fangserweiterung fand sich auch an der Basis der wachsenden Seitenwurzel GUS-Expres-

sion (Abbildung 5.3G).
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Abbildung 5.1: Stadien der Seitenwurzel (SW)-Entwicklung bei Arabidopsis nach Malamy und Benfey
(1997). Gezeigt ist eine entwicklungsméiflige Abfolge von Liangsschnitten durch Seitenwurzel-Primor-
dien. I: Kurze Perizykelzellen werden von Lingeren Zellen flankiert. II: Durch transversale Zellteilung
bildet sich eine innere und eine fiufiere Zellschicht. III: Die Zellen der duleren Schicht durchlaufen
perikline Teilungen. IV: Durch perikline Teilungen der inneren Zellschicht ist das SW-Primordium
vierlagig. V-VII: Das SW-Primordium durchstéfit Cortex und Epidermis. VIII: Das SW-Primordium
tritt aus der Hauptwurzel hervor. C, Cortex; E, Endodermis; EP, Epidermis. [Abbildung aus Casimi-
ro et al. (2003) modifiziert; © 2003 Elsevier Science Ltd..]

Abbildung 5.2: Histochemische Lokalisation der GUS-Expression in den Wurzeln von PCEPI-GUS-
Keimlingen.

A: Wurzelspitze B: Wurzelspitze mit Kalyptra C: Seitenwurzelbildung am Ubergang vom Hypokotyl
zur Wurzel. [Objekte waren 5-7 Tage alte Keimlinge; GUS-Substrat X-Gluc; DIC, 100x.]

Nichste Seite:

Abbildung 5.3: Histochemische Lokalisation der GUS-Expression in den Wurzeln von PCEPI-GUS-
Keimlingen im Rahmen der Seitenwurzel-Entwicklung.

A und B: In einem friihen Stadium der Seitenwurzelentwicklung (Stadium II, I1I) ist GUS-AKktivitit in
Endodermiszellen zu erkennen. C und D: Das Seitenwurzelprimordium (Stadium IV) hat die Endo-
dermis durchstofien, die verdringten Endodermiszellen zeigten GUS-Expression. Cortex und Rinde
sind noch intakt. E: Das Seitenwurzelprimordium (Stadium VII) hat die Epidermis durchstofien.
GUS-Expression findet sich in den durchstofienen Cortexzellen. F und G: Das Seitenwurzelprimordi-
um hat die Epidermis durchstofien und tritt deutlich hervor (Stadium VIII); Leitgefif3e sind in (G) be-
reits ausgebildet. GUS-Expression findet sich in einzelnen Zellen an der Basis der Seitenwurzel. [Ob-
jekte waren 5-7 Tage alte Keimlinge; Nomenklatur der Stadien der Seitenwurzelentwicklung nach
Malamy und Benfey (1997); GUS-Substrat X-Gluc; DIC, 200x.]
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Abbildung 5.4: Histochemische Lokalisation der GUS-Expression in PCEPI-GUS-Bliiten der Stadien
15 und 16.

Die GUS-Expression ist durch Pfeile hervorgehoben. A: Friihes Stadium 15. B: Spiites Stadium 15.
C: Stadium 16. D: Narbe von (B) im Detail mit einsetzender GUS-Expression. E: Antheren im Stadi-
um 16. F: Narbe im Stadium 16. [Nomenklatur der Stadien der Bliitenentwicklung nach Miiller
(1961); GUS-Substrat ELF97-Gluc; Fluoreszenz-Filtersitze Ex 450-490 / Em LP 520 (A, B, C und D)
bzw. HQ 535 (E und F); 40x (A, B und C) bzw. 100x (D, E und F).]

In Stadium 15 der Bliitenentwicklung, wenn sich der Fruchtknoten verldngert und die
Narbe oberhalb der Antheren sichtbar ist, zeigte sich PCEPI-GUS-Aktivitdt in den Anthe-
ren und zwar an den Stellen, an denen das Filament ansetzt (Bliite im Uberblick in Abbil-
dung 5.4A und B, Antheren im Detail in Abbildung 5.4E). Die GUS-Expression in der
Narbe zeigte sich erstmals beim Ubergang zum Stadium 16 (Abbildung 5.4B und D). Im
spateren Stadium 16, wenn Kelch- und Fruchtblitter zu welken beginnen, zeigte auch die
gesamte Narbe deutliche GUS-Expression (Abbildung 5.4C und F).

In Stadium 17, wenn alle Bliitenblatter von den griinen Schoten abgefallen sind, zieht
sich die GUS-Aktivitdt wie ein Band um den gesamten Umfang (Abbildung 5.5A). Beson-
ders auffillige GUS-Expression zeigte sich im Bereich der nicht mehr bendtigten lateralen

Nektarien (Abbildung 5.5A und C und 5.6C). Auf Hohe der Nektarien befinden sich hier
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die Abscissionsstellen der Petalen (Abbildung 5.5B). Die Trennzonen der sechs Staubblét-
ter befinden sich iiber den Nektarien, die der vier Sepalen unter den Nektarien (zur Orien-
tierung beziiglich der Lage der Bliitenorgane sieche Abbildung 5.5B und D). Bei den betrof-

fenen Geweben handelt es sich hier um kollabierende und absterbende Zellen.

Abbildung 5.5: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Expression an der Abscissionszone
von PCEPI-GUS-Schoten des Stadiums 17.

A: Abscissionszone und Nektarien einer Schote im friihen Stadium 17. B: Konfokale Mikroskopie der
gleichen Situation wie (A). Zur Orientierung sind Trennzonen der Bliitenorgane umrissen und be-
schriftet. C: Detailansicht eines lateralen Nektariums (Pfeil). D: Bliitendiagramm von Arabidopsis. Ab-
bildung aus Bowman (1993); © 1994 Springer-Verlag New York, Inc.. Abkiirzungen: gyn, Gynoece-
um; Ist, laterales Staubblatt; mst, medianes Staublatt; In, laterales Nektarium; mn, medianes Nektari-
um; pe, Petal; Ise, laterales Sepal; mse, medianes Sepal; ped, Pedikel.

[Nomenklatur der Stadien der Bliitenentwicklung nach Miiller (1961); GUS-Substrat ELF97-Gluc;
Fluoreszenz-Filtersatz Ex 450-490 / Em LP 520 (A und C) bzw. HQ 535 (B); 100x.]
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Vorherige Seite:

Abbildung 5.6: Histochemische Lokalisation der GUS-Aktivitit in PCEPI-GUS-Schoten. A: Abfolge
verschiedener Entwicklungsstadien von Schoten einer Infloreszenz (von links nach rechts). In jungen
Schoten (Schoten 1 und 2; spiites Stadium 16) zeigen zahlreiche Samenanlagen (SA) GUS-Aktivitit.
Im weiteren Verlauf der Entwicklung geht die GUS-Expression zuriick (Stadium 17; Schoten 3-5) und
verschwindet bei Samenreifung (Stadium 18; Schoten 6-9). B: Eine Infloreszenz mit verschiedenen
Entwicklungsstadien von Bliiten und Schoten. Die beiden eingerahmten Bereiche entsprechen den
Detailaufnahmen (C) und (D) einer Schote im Stadium 17. Die GUS-Expression der Nektarien, SA und
Narbe ist durch Pfeile markiert. Der durch die Linie (D) angezeigte Querschnitt ist in (E) und
(F: DAPI-Firbung von (E)) abgebildet. E: Von den beiden quergeschnittenen SA zeigt die linke
GUS-Expression. F: Die SA mit GUS-Expression (links) enthiilt im Gegensatz zur benachbarten SA
keine anfirbbaren Kerne mehr. [Nomenklatur der Stadien der Bliitenentwicklung nach Miiller
(1961); GUS-Substrat X-Gluc; Einbettung Paraplast Plus (E und F), 10 pm Schnitte; 10x (A und B),
40x (C und D), 100x (E und F).]

Bei der in Abbildung 5.6A abgebildeten Abfolge unterschiedlicher Entwicklungsstadi-
en von Schoten fillt auf, daBB die GUS-Expression nach dem Abfallen der Bliitenorgane in
zunichst sehr vielen Samenanlagen auftrat, im weiteren Verlauf der Entwicklung dann zu-
rickging. Der Blick auf eine PCEPI-GUS-Infloreszenz (Abbildung 5.6B) verdeutlicht
dies: GUS-Aktivitdt war erst nach der Bliite im Stadium 16-17 nachzuweisen und bei der
lingsten Schote der Infloreszenz fast wieder verschwunden. In einer Samenanlage mit
GUS-Expression liefen sich die Kerne mit dem Kernfarbstoff DAPI nicht mehr anfarben
(Abbildung 5.6E und F). Weitere Stadien der Riickbildung von absterbenden Samenanla-
gen mit GUS-Aktivitdt sind in Abbildung 5.7 gezeigt. Abbildung 5.7A und B zeigt abster-
bende Samenanlagen in einer Schote des spiten Stadiums 17. In einer gelben Schote des
Stadium 18 (Abbildung 5.7C) war bei reguldrer Entwicklung die Samenschale ausgebildet;
daneben war noch ein Uberrest einer zuriickgebildeten unbefruchteten Samenanlage vor-
handen und an dieser GUS-Aktivitét erkennbar. Des weiteren fand sich in reifenden Scho-
ten des Stadiums 18 GUS-Expression auf der Samenoberfliche (Abbildung 5.7D), dabei
diirfte es sich um das sich auflésende duflere Integument handeln. Zusammenfassend 1463t
sich sagen, daf3 es sich bei der innerhalb der Schoten beobachteten GUS-Expression um
zwei unterschiedliche Vorginge handelt. Bei den sich regulir entwickelnden Samen zeigt
das sich auflosende duere Integument GUS-Expression, die nach Ausbildung der Samen-
schale in Schoten fortgeschrittener Stadien (17 und 18) wieder verschwindet. Allerdings
finden sich in den Schoten dieser Stadien neben reifenden Samen mit ausgebildeter Sa-
menschale auch verkiimmerte Samenanlagen mit GUS-Expression, in denen keine anférb-

baren Kerne mehr vorhanden, also vollstindig abgestorben sind.
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Abbildung 5.7: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Expression in PCEPI-GUS-Scho-
ten.

A: Zahlreiche absterbende Samenanlagen (SA) in griinen Schoten des Stadiums 17. B: Detailansicht
einer absterbenden SA von (A). C: Uberrest einer absterbenden Samenanlage neben intakten entwi-
ckelten Samen in einer gelben Schote des Stadiums 18. D: GUS-Expression in den, der Samenschale,
aufliegenden Zellen des sich auflésenden dufleren Integuments. [Nomenklatur der Stadien der Bliiten-
entwicklung nach Miiller (1961); GUS-Substrat ELF97-Gluc; Fluoreszenz-Filtersatz Ex 365nm/
Em LP 520nm; 100x (D), 200x (A), 400x (B und C).]

In reifenden Arabidopsis-Samen wird das transient angelegte nucledre Endosperm weit-
gehend aufgebraucht (Costa et al., 2004). Der reife Samen besitzt, der Samenschale innen
anliegend, eine Lage peripherer diinnwandiger Aleuron-artiger Zellen. Die Versorgungs-
funktion fiir den keimenden Embryo wird von den Kotyledonen {ibernommen (Olsen,
2004). Die nach erfolgter Keimung innerhalb der Samenschale verbliebenen Zellen wiesen
GUS-Expression auf (Abbildung 5.8 A und B). Es konnte sich hierbei um die absterbenden

Zellen der sich in der Peripherie befindenden Aleuronzellen handeln.
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Abbildung 5.8: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Aktivitit bei PCEPI-GUS im En-
dospermrest nach erfolgter Keimung.

A: Ubergang Hypokotyl-Wurzel mit anliegender Samenschale: GUS-Expression des Endospermrestes
in der Samenschale und innerhalb der Wurzel an zwei Orten der Seitenwurzelbildung (Pfeile; zum
Vergleich sieche Abbildung 5.3). B: Detailansicht von Samenschale und Endospermrest. [GUS-Substrat
ELF97-Gluc; Fluoreszenz-Filtersatz Ex 365 nm / Em LP 520 nm; 100x (A), 200x (B).]

5.1.1.2 Expression unter der Kontrolle des A#CEP2-Promoters

In PCEP2-GUS-Pflanzen konnte nur bei Keimlingen GUS-Expression festgestellt wer-
den, nicht jedoch im generativen Bereich (exemplarisch hierfiir ist Abbildung 5.14D). In
PCEP2-GUS-Keimlingen war die Promotor-Aktivitit besonders auffillig in der Wurzel.
Die Aktivitit fand sich im Leitbiindelbereich unterhalb des Uberganges vom Hypokotyl
zur Wurzel (Abbildung 5.9C und D) und besonders stark in den Seitenwurzeln (Abbildung
59C und 5.10). Seitenwurzelprimordien zeigten keine GUS-Expression (Abbildung
5.10A). In etwas spiteren Stadien war starke GUS-Expression (Abbildung 5.10B und C)
zu beobachten. Mit weiterem Wurzelwachstum verlagerte sich die GUS-Aktivitdt in der
Hauptwurzel weiter nach unten, blieb in den jungen Seitenwurzeln aber noch stark (Abbil-
dung 5.10C). Am konfokalen Mikroskop wurde die Empfindlichkeit soweit gedriickt, daf3
nur der Bereich der hochsten Signalintensitét lokalisiert werden konnte, er befand sich im
Wurzelinneren, innerhalb der Endodermis. Charakteristisch ist das Aktivitdtsmuster in der
Wurzelspitze von PCEP2-GUS-Keimlingen (Abbildung 5.9E). Die Aktivitit trat in zwei
getrennten Zonen auf: Zum einen direkt an der Wurzelspitze, zum anderen als
»Banderole* etwas weiter von der Wurzelspitze entfernt (Abbildung 5.9E). Die Aufnahme
mit dem Konfokalen Mikroskop zeigt, dal sich die Aktivitdt auf den Randbereich der
Wurzel beschrinkte und nicht im Inneren lag (Abbildung 5.9F). An der Wurzelspitze diirf-
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te es sich um die Wurzelhaube (Kalyptra), weiter oben um den Abschluss der seitlichen
Wurzelhaube handeln. Im Bereich der aktiven Teilungszone der Wurzel war keine GUS-
Expression zu beobachten. Der bei der Auflosung der Zellen gebildete Schleimfilm gibt
der wachsenden Wurzel ein Gleitlager und dient der Bakterienflora in der Rhizosphéare
moglicherweise als Nahrung. Im oberirdischen Bereich wurde Promotor-Aktivitdt nur am

Vegetationspunkt in ganz jungen Primérblattern beobachtet (Abbildung 5.9B).

Nichste Seite:

Abbildung 5.9: Uberblick und Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-AKktivitiit in PCEP2-
GUS-Keimlingen.

A: 4d Keimling: Bereiche der GUS-Expression sind im weiteren detailiert abgebildet. B: Vegetations-
punkt mit jungen Primérblittern. C: Haupt- und Seitenwurzel. D: Am konfokalen Mikroskop wurde
die Empfindlichkeit soweit gedriickt, daf} der Bereich der hochsten Signalintensitiit im Wurzelinneren
(Pfeil) lokalisiert werden konnte. E: Wurzelspitze mit dem fiir PCEP2-GUS-Keimlinge charakteristi-
schen Expressionsmuster in zwei distinkten Zonen (Pfeile). F: Die GUS-Expression in der Wurzelspit-
ze ist auf den Randbereich beschrinkt. [Objekte waren 4 Tage alte Keimlinge; GUS-Substrat X-Gluc
(A, B und C) bzw. ELF97-Gluc (D, E und F); Fluoreszenz-Filtersatz Ex 365nm / Em HQ 535 (D, E und
F); 100x (C), 200x (E), 400x (D und F); Konfokale Mikroskopie: Uberlagerung von Fluoreszenz und
Phasenkontrast (D und F).|
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Abbildung 5.10: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-AKktivitit in den Wurzeln von
PCEP2-GUS-Keimlingen.

A: Hauptwurzel mit und Seitenwurzelprimordium. B: Am Ubergang vom Hypokotyl (rote Chl-Au-
tofluoreszenz) zur Wurzel befinden sich 2 junge Seitenwurzeln mit GUS-Expression. C: GUS-Expres-
sion in der Seitenwurzel sehr stark, in der Hauptwurzel im Vergleich zu (B) nach unten verlagert.
[Objekte waren 4 Tage alte Keimlinge; GUS-Substrat X-Gluc (A und C) bzw. ELF97-Gluc (B); Fluo-
reszenz-Filtersatz Ex 365 nm / Em LP 520 nm (B); DIC (A und B), 100x (B und C), 200x (A).]

5.1.1.3 GUS-Expression unter der Kontrolle des AfCEP3-Promoters

Die Aktivitéit des AtCEP3-Promotors war im vegetativen und generativen Bereich nach-
zuweisen. Abbildung 5.11A zeigt im Uberblick die Aktivitit in Kotyledonen und Primir-
blattern von PCEP3-GUS-Keimlingen. Kotyledonen wiesen GUS-Aktivitit in Blattge-
faBen im Bereich der Blattbasis (Abbildung 5.11C) und in den SchlieBzellen der Stomata
auf (Abbildung 5.11D). In Primérblattern fand sich GUS-Expression ausschlieBlich in den
Trichomen (Abbildung 5.11B). Des weiteren war Promotor-Aktivitdt im Bereich des Hy-
pokotyl-Wurzel-Uberganges (Abbildung 5.12A und C), sowie im Leitbiindelbereich unter-
halb des Wurzelhalses (Abbildung 5.12) vorhanden. Die im Inneren der Hauptwurzel zu
beobachtende Aktivitdt befand sich innerhalb der Endodermis. In der Wurzelspitze war in
keinem Fall GUS-Expression feststellbar (Abbildung 5.12B). Im generativen Bereich trat
GUS-Aktivitét in den Karpellen von Bliiten und Schoten, sowie in den Bliiten- bzw. Scho-
tenstielen (Pedikel) auf. Die GUS-Expression war in Bliiten des Stadiums 14 am starksten
und wurde im weiteren Verlauf der Schotenentwicklung schwicher. Die Aktivitdt be-
schrinkte sich auf Pedikel und Karpelle; Abscissionszone, Nektarien, Staubblétter, Peta-

len, Sepalen und Narbe wiesen keine Aktivitit auf.
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Abbildung 5.11: Uberblick und Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Aktivitiit in Koty-
ledonen und Primérbléttern von PCEP3-GUS-Keimlingen.

A: GUS-Aktivitiit in Kotyledonen und Primirblittern im Uberblick. Die hervorgehobenen Bereiche
sind vergrofiert abgebildet. B: In Primirblittern findet sich GUS-Expression ausschliefSlich in den
Trichomen. C: Gefif} im Bereich der Blattbasis. D: GUS-Expression in den Schliefizellen der Stomata.
Das Insert zeigt ein Stoma in Vergrofierung.

[Objekte waren 4 Tage alte Keimlinge; GUS-Substrat ELF97-Gluc; Fluoreszenz-Filtersatz
Ex 365 nm/ Em LP 520 nm; 40x (A), 200x (B), 400x (C und D).]
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Abbildung 5.12: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Aktivitiit in Hypokotyl und Wur-
zel von PCEP3-GUS-Keimlingen.

A und C: Ubergang Hypokotyl-Wurzel. B und D: GUS- Expression im Inneren der Hauptwurzel.
[Objekte waren 4 Tage alte Keimlinge; GUS-Substrat X-Gluc (A und B) bzw. ELF97-Gluc (C und D);
Fluoreszenz-Filtersatz Ex 365 nm / Em LP 520 nm (C und D); DIC (A und B), 40x (B), 100x
(A und C), 200x (D).]
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Abbildung 5.13: Details der Histochemischen Lokalisation der GUS-Expression in PCEP3-GUS-BIii-
ten und -Schoten.

A: GUS-AKktivitit in Bliiten und Schoten verschiedener Entwicklungsstadien. Die GUS-AKktivitit ist in
der Bliite des Stadiums 14 am stiirksten und wird im weiteren Verlauf der Schotenentwicklung schwi-
cher. B, C und D: Bliiten im Stadium 15. Die GUS-Expression beschrinkt sich auf Pedikel und Kar-
pelle. kar, Karpell; na, Narbe; ne, Nektarium; ped, Pedikel; st, Stamen; sep, Sepale.

[Nomenklatur der Stadien der Bliitenentwicklung nach Miiller (1961); GUS-Substrat X-Gluc; 10x (A),
100x (B, C und D).]

Zusammenfassend ist in Abbildung 5.14 im Uberblick nochmal die Reporteraktivitit in
Keimlingen und Infloreszenzen gezeigt; an letzteren befinden sich Bliiten und reifende
Schoten verschiedener Entwicklungsstadien. PCEPI-GUS-Keimlinge zeigten im Uber-
blick keine auffillige Aktivitit (Abbildung 5.14A), bei genauer Analyse zeigte sich jedoch
GUS-Expression im Rahmen der Seitenwurzelbildung und an der Wurzelspitze. Das Sei-
tenwurzelprimordium verdriangt und durchwichst auf seinem Weg nach auBlen Cortex und

Epidermis. Nur die dabei in direkter Nachbarschaft zum Primordium gelegenen Zellen, de-
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ren Zellwande sich auflosen, zeigten GUS-Expression. Die PCEPI-GUS-Aktivitit fand
sich auffallenderweise besonders an generativen Organen wie Antheren, Narben, Samen-
anlagen, Endosperm und reifenden Schoten in Stadien der Riickbildung bzw. des Abster-
bens und der Reifung (Abbildung 5.14B). Bei PCEP2-GUS-Keimlingen war die Repor-
teraktivitit in Haupt- und Seitenwurzeln charakteristisch, sowie am Vegetationspunkt (Ab-
bildung 5.14C). Im generativen Bereich war keine GUS-Expression feststellbar (Abbil-
dung 5.14D). An der Wurzelspitze sterben die aullen gelegenen Zellen stindig ab, 16sen
sich auf und verschleimen. Dabei zeigen genau diese Bereiche starke GUS-Aktivitdt. Auch
die GUS-Expression im Zentralzylinder geht wahrscheinlich auf die Auflosung verdriang-
ter Parenchymzellen im Rahmen der Ausbildung des Leitgewebes zuriick. Gleiches konnte
fiir PCEP3-GUS-Aktivitat im zentralen Bereich der Hauptwurzel gelten. Des weiteren
zeigten PCEP3-GUS-Pflanzen im vegetativen Bereich, ndmlich Keimblatter, Priméarblatter
und Hypokotyl GUS-Aktivitdt (Abbildung 5.14E). Im Bliitenbereich war bei PCEP3-GUS
die Reporteraktivitit in Schotenwidnden und -stengeln nachzuweisen (Abbildung 5.14F),

also in Geweben, die bei der Reifung eintrocknen.

Nichste Seite:

Abbildung 5.14: Histochemische Lokalisation der GUS-Aktivitit in transgenen CEPI-, CEP2- und
CEP3-Promotor-GUS-Linien. Gezeigt sind jeweils S5 Tage alte Keimlinge (A, C und E) bzw. Inflores-
zenzen (B, D und F) von PCEPI-GUS (A und B), PCEP2-GUS (C und D) und PCEP3-GUS (E und F).
PCEPI-GUS-Keimlinge (A) zeigen mit blolem Auge keine Farbung, wogegen bei PCEP2-GUS (C)
Haupt- und Seitenwurzeln, sowie der Vegetationspunkt und bei PCEP3-GUS (E) Hypokotyl und
Keimblitter GUS-Expression aufweisen. Im generativen Bereich sind bei PCEP1-GUS (B) Samenanla-
gen und Narben, bei PCEP3-GUS (F) Schotenwinde und —stengel, sowie Bliitenstiele im apikalen Be-
reich gefirbt. An PCEP2-GUS-Infloreszenzen (D) erkennt man keine Firbung.
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5.1.2 Nachweis der drei KDEL-Peptidasen in Gewebeextakten von Arabidopsis

thaliana durch spezifische Antikorper

Die durch eingehende Analyse der GUS-Aktivitdt bei transgenen Promotor-Reporter-
gen-Linien gewonnenen Daten sollten durch den Nachweis der KDEL-Peptidasen mit An-
tikorpern in Geweben von Arabidopsis abgesichert werden, da bei Promotor-GUS-Fusio-
nen gelegentlich von tatsdchlichen Lokalisation eines Proteins abweichende GUS-Expres-
sionen auftreten konnen (Ubersichtsartikel zu Artefakten bei Lokalisation von GUS-Ex-
pression von Guivarc'h et al., 1996).

Zunichst gelang es, die KDEL-Peptidasen mit dem anti-Ricinus CysEP-Antikérper in
Arabidopsis nachzuweisen (sieche Abbildung 5.15). Ein schwaches Signal auf Hohe der
reifen Form der KDEL-Peptidasen wurden bei 7 Tage alten Keimlingen gefunden. Nach
Fraktionierung der Keimlinge in (1) Kotyledonen und Primérblitter, (2) Ubergang vom
Hypokotyl zur Wurzel und (3) Wurzel, wurde das Signal nur in den Blittern gefunden. Im
generativen Bereich wurde ein Signal fiir die reife Form der KDEL-Peptidasen in allen un-
tersuchten Geweben gefunden.

Um ein differenzierteres Bild auf Proteinebene analog dem mit den Promotor-GUS-Li-
nien erhaltenen Expressionsmuster zu erhalten, wurden bei Eurogentec (Belgien) Antikor-
per gegen synthetische Peptide, die nichtkonservierte Regionen von 47Cepl, AtCep2 bzw.
AtCep3 reprasentieren (siche Abbildung 5.16 und Tabelle 5.2), erzeugt. Um die Chance
auf eine Immunantwort zu erhéhen, wurden fiir jede KDEL-Peptidase zwei Kaninchen im-
munisiert. Jedem Kaninchen wurden zwei Peptide gespritzt. Die fiir die Peptide ausge-
wihlten Epitope wiesen eine Linge von 14 bis 16 Aminosdureresten auf. Von allen drei
Peptidasen wurde der C-terminale Bereich nach Faltblatt 7 (siche hierzu die Abbildungen
5.33 und 5.34A zur CysEP-Struktur) und vor dem KDEL-Terminus ausgewahlt (Abbil-
dung 5.16, doppelt unterstrichen). Wie der Sequenzvergleich zeigt, ist hier die Homologie
innerhalb des gesamten Molekiils am geringsten. Als weiteres AtCepl-Epitop wurde ein
neun Aminosduren weiter Richtung N-Terminus gelegener Bereich von 14 Aminosiuren
Linge ausgesucht, der sich von den beiden anderen Isoenzymen in 50% der Reste unter-
scheidet. Beginnend mit Faltblatt B6 wird der Oberflichen-Loop vor Faltblatt 37 umfaf3t.
Die zweite AtCep2-Peptid-Sequenz, ein Oberflachen-Loop von Helix a3 bis zur Disulfid-
Briicke kurz vor Helix a4 (siche hierzu die Abbildungen 5.33 und 5.34A zur CysEP-Struk-
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tur) unterscheidet sich jeweils in neun von 16 Aminosdureresten von den beiden anderen
Sequenzen. Das zweite AtCep3-Peptid liegt innerhalb des N-terminalen Propeptids kurz
vor der Spaltstelle und unterscheidet sich von A7Cepl und 4#Cep2 in acht bzw. fiinf von
15 Positionen (Abbildung 5.16).

kDa pos. Kontr.  A.th. veget. Organe A.th. generative Organe
175 =

83 ==
62 .-

475 w=

32,5 .

Abbildung 5.15: Western-Blot-Analyse vegetativer und generativer Gewebe von Arabidopsis mit dem
anti-Ricinus CysEP-Antikorper.

Protein-Extrakte von 7 Tage alten Keimlingen und Pflanzenteilen, sowie Bliiten (St.14), griinen
Schoten (St.16), davon Schoten ohne Narben, und Narben und reifenden griinen Samen (St.17)
wurden mit 12,5%-SDS-PAGE aufgetrennt und mit anti-Ricinus CysEP als Primirantikérper, anti-
Rabbit-HRP als Sekundirantikorper und Immunochemoluminiszenz detektiert. Ricinus ProCysEP
und CysEP waren positive Kontrollen. Ein Signal fiir die reife Form einer KDEL-Peptidase war,
wenn auch nur schwach, in Keimlingen und allen untersuchten generativen Pflanzenteilen
nachweisbar.

Nichste Seite:

Abbildung 5.16: Sequenzvergleich der Ricinus CysEP inclusive N- und C-terminalem Propeptiden mit
den drei hochhomologen KDEL-Peptidasen Cepl, Cep2 und Cep3 aus Arabidopsis.

Hochkonservierte Bereiche sind rot, miBigkonservierte orange bis gelb unterlegt. Ubereinstimmungen
sind in der Zeile ,,Cons“ wiedergegeben. Die Spaltstellen, an denen bei der Prozessierung der Ricinus-
CysEP die N- und C-terminalen Propeptide abgespalten werden, sind durch Pfeile markiert. Gegen
die, bei den drei Cystein-Peptidasen aus Arabidopsis unterstrichenen Bereiche (einfach: anti-Cep1-, 2-
und 3-I; doppelt: Cepl-, 2- und 3-II), wurden anti-Peptid-Antikérper in Rabbit erzeugt. [Der Sequenz-
vergleich wurde mit T-COFFEE erstellt (Notredame et al., 2000).]
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Tabelle 5.2: Synthetische Peptide fiir die Erzeugung von anti-47Cep-Peptid-Antikorpern aus Rabbit.
In den Spalten sind der Reihe nach aufgelistet: (1) das Peptid, (2) die Position innerhalb der Primiér-
struktur, (3) die Sequenz und (4) der errechnete pl.

Peptid Position Sequenz errechneter pl
Cepl-I 319-332 Ac-IRMQRGIRHKEGLC-CONH, 10,8
Cepl-II 342 -356 NH,-CLKNSNTNPSRLSLD- CONH, 8,23
Cep2-1 208 - 224 Ac-KTEETYPYDSSDVQFC- CONH, 3,69
Cep2-11 343 - 357 NH,-CTKLSSTPSTHESVVP- CONH, 8,24
Cep3-1 108 - 123 NH,-CQGPKRGSKQFMYDHE- CONH, 8,22
Cep3-I1 343 - 357 NH,-CIKKSSSNPTPKDGDV- CONH, 6,05

Tabelle 5.3: Anti-Cep-Antikorper aus Rabbit. Aufgetragen sind in den Spalten von links nach rechts
(1) die Nummern der Kaninchen, (2) die den Kaninchen zur Immunisierung gespritzten Antigene und
(3) die durch Affinititsreinigung gewonnenen Antikorper.

Kaninchen Antigene Antikorper nach Affinitétsreinigung

14 Cepl-Iund Cepl-II anti-Cepl-A: anti-Cep1-B:
Antiseren 14 und 15  Antiseren 14 und 15

15 Cepl-Iund Cepl-II gegen Cepl-I gegen Cepl-II

16 Cep2-1 und Cep2-II anti-Cep2-A: anti-Cep2-B:
Antiseren 16 und 17 Antiseren 16 und 17

17 Cep2-1 und Cep2-II gegen Cep2-1 gegen Cep2-II

18 Cep3-Iund Cep3-I1 anti-Cep3-A: anti-Cep3-B:
Antiseren 18 und 19 Antiseren 18 und 19

19 Cep3-1und Cep3-11 gegen Cep3-1 gegen Cep3-II

Fiir jede der drei Peptidasen wurden jeweils zwei Kaninchen mit den zwei entsprechen-
den Peptiden als Antigen gespritzt (siche Tabelle 5.3). Vor der Immunisierung wurde den
Kaninchen als negative Kontrolle Blut entnommen (Prebleeding). Aliquots der final-blee-
dings (Antiseren) zweier Parallel-Kaninchen wurden gegen jeweils ein entsprechendes
Peptid Affinitéts-gereinigt. Mittels Dot-blot-Versuch wurde zunédchst untersucht, ob die
Affinitats-gereinigten Antikorper einwandfrei das Peptid erkennen, gegen das gereinigt
wurde. Wie Abbildung 5.17 eindrucksvoll belegt, traf dies zu, jeder Antikorper erkannte
eindeutig das Peptid, gegen das Affinitits-gereinigt wurde. Lediglich der Antikorper anti-
Cep2-B erkennt auller dem Peptid Cep2-II auch in geringem MalBle das Peptid Cep2-I.
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Antikérper

Cep1-l
Cep1-li
Cep2-l

Cep2-ll

Antigen

Cep3-l

Cep3-li

R.c.CysEP

Abbildung 5.17: Dot-blot-Analyse der anti-Cep-Peptid-Antikérper.

In den horizontalen Reihen wurden wie beschriftet Spots von je 0,5 ng Peptid und an unterster Stelle
Ricinosomen mit Ricinus CysEP aufgetragen. Nach dem Blocken mit Magermilchpulver wurde der
Blot in 8 Spalten unterteilt. Jede Spalte wurde mit dem angegebenen Affinitiits-gereinigten Antikorper
aus Rabbit und die letzte Spalte mit dem anti-Ricinus CysEP-Antikorper dekoriert. Als sekundirer
Antikorper fungierte anti-Rabbit-HRP und die abschlielende Detektion erfolgte iiber Chemiluminis-
zenz. Die Beschriftung erfolgte analog zu den in Tabelle 5.3 verwendeten Bezeichnungen.

Die Western-blot-Analyse von Arabidopsis-Geweben ergab nicht in allen Fillen
Signale (siche Abbildung 5.18). Die anti-Cepl-A- und anti-Cep1-B-Antikorper detektier-
ten kein Protein. Der anti-Cep2-A-Antikdrper erkannte eine Doppelbande von der Grofle
der Pro-Form (etwa 47,5 kDa) der AfCep2 in Keimlingen (4 d), Wurzeln (10 d), Bliiten
(St.14) und griinen Schoten (St.16). Im Vergleich dazu wurden bei PCEP2-GUS-Pflanzen
ausschlieBlich Aktivititen im vegetativen Bereich gefunden, hier vor allem in den Wur-
zeln. Der anti-Cep2-B-Antikorper lieferte dagegen kein Signal. Der anti-Cep3-A- und der
anti-Cep3-B-Antikorper erkannten eine Bande von der Grosse der reifen Form (32,5 kDa)
sowie Spuren der Pro-Form (47,5 kDa) der A¢Cep3, beides Mal in reifenden Samen. Die

PCEP3-GUS-Aktivitit war vor allem in Keimlingen und im vegetativen Bereich nur in
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den Winden griiner Schoten zu finden, nie aber in reifenden, griinen Samen.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dafl die Ergebnisse unbefriedigend waren und
den finanziellen Aufwand in keiner Weise gerechtfertigt haben. Der anti-Cep2-A-Antikor-
per wurde zur Dekoration von Wurzelschnitten (Technovit-Einbettung) eingesetzt, lieferte
in der Fluoreszenz-Mikroskopie jedoch nicht die Signale, wie man sie entsprechend der

Lokalisation der PCEP2-GUS-Aktivitit (sieche Abbildung 5.9, S.118) erwartet hitte.

475 kDa
anti-Cep1-A
32,5 kDa
475 kDa
anti-Cep1-B
32,5kDa

47 5 kDa
anti-Cep2-A
32,5 kDa
47,5 kDa
anti-Cep2-B
32,5kDa

47,5 kDa
anti-Cep3-A
32,5 kDa

47 5 kDa
anti-Cep3-B

32,5 kDa

Abbildung 5.18: Western-blot-Analyse von Proteinextrakten aus Geweben von Arabidopsis mit Affini-
tits-gereinigten anti-Cep-Antikorpern.

Untersucht wurden Keimlinge (4 d), Wurzeln (10 d), Bliiten (St.14), griine Schoten (St.16), reifende
griine Samen (St.17), gelb-werdende Schoten (St.18). Protein-Extrakte wurden mit 12,5%-SDS-PAGE
aufgetrennt und mit den anti-Cep-Antikérpern als Primirantikorper, anti-Rabbit-HRP als Sekun-
dirantikorper und Immunochemoluminiszenz detektiert. Die Stadien der Bliitenentwicklung (siche
auch Tabelle 5.1) entsprechen der Nomenklatur von Miiller (1961).
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5.2 Die Ricinus CysEP unterstiitzt auch in reifenden Samen den
Zelltod kollabierender Gewebe

Die Ricinus CysEP unterstiitzt in keimenden Samen den Kollaps und Zelltod der Endo-
spermzellen nach vollzogener Speichermobilisierung. In Vigna mungo wird der KDEL-
Peptidase in den Ricinosomen-&hnlichen KV-Vesikeln eine Rolle in der Speicherprotein-
mobilisierung zugeschrieben (Toyooka ef al., 2000). Um die Frage zu kldren, ob dies auch
bei Ricinus zutrifft, wurden reifende Samen untersucht, bei denen eine Speicherproteinmo-
bilisierung ausgeschlossen werden kann. Reifende Ricinus-Samen der Stadien 10, 15 und
20 DAP (days after pollination; Abbildung 5.19, Einteilung nach Greenwood et al., 1982)
wurden durch Western-blot-Analyse der Proteinextrakte der jeweils in Caruncula, Samen-
schale, Nucellus und Endosperm fraktionierten Entwicklungsstadien (siche Abbildung
5.20) untersucht.

Die reife, bei 32,5 kDa laufende CysEP und ihre Proform bei 47,5 kDa fand sich bei
den drei untersuchten Entwicklungsstadien in Nucellus und Endosperm. Die Samenschale

zeigt nach 10 DAP kein Signal, nach 15 Tagen ein schwaches bei 32,5 kDa, wobei nicht

10 DAP 15 DAP 20 DAP
Globularstadium Herzstadium frihes Kotyledonstadium

Abbildung 5.19: Stadien der Samenentwicklung bei Ricinus communis L. cv. Hale.

¢, Karunkula; m, Mikropyle; fne, freies nukleiires Endosperm; n, Nucellus; ii, inneres Integument;
oi, iufleres Integument; vs, Gefillversorgung; f, Funikulus; p, Placenta; em, Embryo; ten, durchschei-
nendes zelluléires Endosperm; cen, zelluliires Endosperm; rs, Wurzel-Sprofi-Achse; cot, Kotyledon;
t, verholzter Teil der Testa. [MeB3balken S mm; Abbildung aus Greenwood ef al. (1982); © 1982 Natio-
nal Research Council of Canada.]
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ganz auszuschlieBen ist, dal} es sich hierbei um eine bei der Priparation erfolgte Kontami-
nation handelt. Die Verholzung der Samenschale ist nach 20 DAP bereits soweit fortge-
schritten, dal eine Extraktion nicht mehr moglich war. In der Carunkula war zu keinem

Zeitpunkt reife CysEP oder dessen Proform detektierbar (siehe Abbildung 5.20).

10 DAP
47 5 kDa

32,5 kDa

15 DAP

20 DAP .I
I

Abbildung 5.20: Western-Blot-Analyse von Ricinus ProCysEP und reifer Ricinus CysEP wihrend der
Samenreifung bei 10, 15 und 20 DAP in Karunkula, Samenschale, Nucellus und Endosperm. Eine
Analyse der Samenschale nach 20 DAP war wegen der fortgeschrittenen Verholzung nicht méglich.

47,5 kDa

32,5 kDa
47 5 kDa

32,5 kDa

Analog zur Western-blot-Analyse konnte im Bereich des Nucellus, der unmittelbar an
das Endosperm angrenzt, durch Immunfluoreszenz mit anti-Ricinus CysEP-Antikdrpern
zahlreiche CysEP enthaltende Ricinosomen gefunden werden (Abbildung 5.21B). Die Nu-
celluszellen dieses Entwicklungsstadiums sind im Vergleich zu den kleinen Zellen des
rasch wachsenden Endosperms grofSlumig. Wéhrend Zelltod und Zellkollaps ist die Fluo-
reszenz in den Nucelluszellen und damit auch die CysEP diffus liber das Cytosol verteilt
(Abbildung 5.21D). Die DIC-Mikroskopie der Endospermzellen in Abbildung 5.21A zeigt
in unmittelbarer Nachbarschaft zur kollabierten Zellschicht der vormaligen Nucelluszellen
eine helle Schicht von fingerartigen Fortsédtzen, die aus der Primdrwand hervorgehen und
die ausschlieBlich auf diese Zellwandbereiche der Endospermzellen beschrankt sind. Diese
Transferzellen wurden durch Elektronenmikroskopie detailierter untersucht. Das Cytoplas-

ma verschwindet nach dem Kollaps der Zelle und das sich ausdehnende Endosperm driickt
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die, von den abgestorbenen Zellen iibrigbleibenden Primidrwéinde zusammen (Abbildung
5.21E). Durch TUNEL-Assay konnte gezeigt werden, daf3 in den Nucelluszellen, die dem
Endosperm benachbart sind, eine Fragmentierung der Kern-DNA, einem wichtigen Merk-

mal im Rahmen des PCD, vorliegt (Abbildung 5.22C).

nucellus

Abbildung 5.21: Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit direkt-markierten anti-Ricinus CysEP-Antikor-
pern: Lokalisation der CysEP im Nucellus von reifenden Ricinus-Samen 20 DAP.

A und B: CysEP ist in Ricinosomen innerhalb von Nucelluszellen, die den Programmierten Zelltod
durchlaufen, lokalisiert. C und D: Die CysEP ist wiihrend Zelltod und Zellkollaps diffus iiber das Cy-
tosol verteilt. cw, Zellwand; cy, Cytoplasma. E und F: Negative Kontrolle. [A, C und E: DIC; B, D
und F: Fluoreszenz; Mefibalken in (A) 50 pm; Abbildung aus Greenwood et al. (2005); © 2005
The National Academy of Sciences of the U.S.A..]
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Abbildung 5.22: TUNEL-Assay in den dem Endosperm benachbarten Nucelluszellen zeigt Fragmen-
tierung der Kern-DNA.

A und B: Positive Kontrolle, vor dem TUNEL-Assay mit DNase behandelt. C und D: TUNEL-Assay.
Die Kerne in den dem expandierenden Endosperm benachbarten Nucelluszellen sind TUNEL-positiv,
die Kerne der Endospermzellen sind TUNEL-negativ. endo, Endosperm; nuc, Nucellus.

[A und C: Fluoreszenz Filtersatz: Ex 450-490 nm / Em LP 520 nm; B und D: DIC identischer Berei-
che; die Pfeilspitzen markieren identische Kerne in Fluoreszenz- und DIC-Bildern; Mef3balken in (D)
50 pm; Abbildung aus Greenwood ef al. (2005); © 2005 The National Academy of Sciences
of the U.S.A..]

Die Vorgidnge und Verhiltnisse im Verlauf des Zelltodes in Nucellus und Endosperm
im Rahmen der Samenreifung bei Ricinus konnten durch Elektronenmikroskopie (Abbil-
dungen 5.23, 5.24 und 5.25) noch detailierter dokumentiert werden. Vor Eintritt in den
programmierten Zelltod haben die Nucelluszellen eine groe Zentralvacuole, einen gro3en
Kern und eine typische Ausstattung an Organellen, wie Proplastiden, Mitochondrien, ER
und Golgi-Komplexen (Abbildung 5.23A). Mit fortschreitendem PCD nimmt die Elektro-
nendichte des Tonoplasten zu und es kommt zur Vesikelbildung (Abbildung 5.23B) und
Kernfragmentierung (Abbildung 5.23C). Im fortgeschrittenen Stadium wird das Cytoplas-
ma von der Zellwand weggezogen und Mitochondrien und Proplastiden schwellen an (Ab-

bildung 5.23C).
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Die Rolle der Ricinosomen im Verlauf der Samenreifung bzw. im programmierten
Zelltod des Nucellusgewebes wurde durch Immunoelektronenmikroskopie untersucht (Ab-
bildung 5.24). Die Ricinosomen - CysEP-haltige Organellen - leiten sich vom ER ab (Ab-
bildung 5.24A und B) und sind erkennbar an einem relativ elektronendichten Zentrum und
einer weniger dichten dueren Region, die der umgebenden Membran anliegt. Die Immun-
markierung mit anti-CysEP-Antikorpern zeigt, dal3 sich die CysEP im elektronendichteren
Bereich befindet (Abbildung 5.24B-E). Im planaren Schnitt zeigen anheftende Ribosomen
die fiir Polyribosomen typische helikale Anordnung (Abbildung 5.24A). Im 10 DAP-Stadi-
um bieten die Ricinosomen der Nucelluszellen ein unregelméBiges Erscheinungsbild: sie
sind ungewohnlich gro3 (Durchmesser > 1 um), weisen eine unregelméBige traubenartige
Form auf (,,Traubenricinosomen®; sehr eindriicklich in Abbildung 5.24C) und enthalten
Proteinablagerungen. Eine biochemische Analyse der Proteinzusammensetzung dieser Ri-
cinosomen ist in Abbildung 5.26 wiedergegeben. Diese Ricinisomen enthalten, verglichen
mit denen aus keimendem Samen, weniger ProCysEP und mehr andere Proteine (Abbil-
dung 5.26A und B). Die Ricinosomen in reifenden Samen des 20 DAP-Stadiums bieten
beziiglich Grofe und Form (Durchmesser ca. 0,5 um; Abbildung 5.24F-I) ein einheitliches
Bild.

Wihrend des Zellkollapses ist die CysEP in Profilen anzutreffen, die mdglicherweise
aus der Fusion der Ricinosomen mit zahlreichen Vesikeln vor dem Kollaps resultieren.
Plastiden, mittlerweile zu Gerontoplasten geworden, und Mitochondrien sind angeschwol-
len und das Cytoplasma 16st sich von der Zellwand ab (Abbildung 5.24J und K). Das Cy-
toplasma verschwindet nach dem Kollaps der Zelle und das sich ausdehnende Endosperm
driickt die, von den abgestorbenen Nucelluszellen iibrigbleibenden, Primidrwinde zusam-
men (Abbildung 5.25A).

Die Endospermzellen stehen untereinander durch Plasmodesmata in Verbindung (Ab-
bildung 5.25B). In Nachbarschaft zum Bereich der kollabierten Zellwinde zeigen die En-
dospermzellen regelmiBig geformte Einwiichse von Zellwandmaterial ins Cytosol, die die
Kontaktflache zwischen Cytosol und der extrazelluliren Umgebung vergroBern. Im abge-
bildeten Bereich der Endospermzellwand (Abbildung 5.25C, zum Vergleich siehe die
lichtmikroskopische Aufnahme in Abbildung 5.21A) gibt es einen direkten Kontakt der

primiren Zellwand mit dem apoplastischen Uberrest einer Nucelluszelle.
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Abbildung 5.23: Elektronenmikroskopie von dem Endosperm benachbarten Nucelluszellen mit fiir
PCD typischen Merkmalen.

A: In einem friihen Stadium des PCD besitzen Nucelluszellen eine grofie Zentralvacuole, intakte Ker-
ne und die typische Ausstattung an Organellen. B und C: Mit fortschreitendem PCD wird der Tono-
plast elektronendichter (B) und Vesikulation (markiert durch Sternchen) setzt ein. Die Kerne bekom-
men eine unregelmiiflige Form (C und Nebenbild), das Cytoplasma zieht sich von der Zellwand zuriick
(Pfeile in C) und das ER und die Organellen schwellen an (untere und obere Zelle in C). cw, Zellwand;
m, Mitochondrium; N, Kern; nu, Nucleolus; p, Proplastid; r, Ricinosom; t, Tonoplast; v, Vakuole;
* Vesikel. [Mef3balken in (A) 5 pm, in (B) und (C) 1 pm; Abbildung aus Greenwood et al. (2005);
© 2005 The National Academy of Sciences of the U.S.A..]

Nichste Seite:

Abbildung 5.24: Elektronenmikroskopie von Nucelluszellen, die den PCD durchlaufen und Immuno-
goldlabeling der in Ricinosomen lokalisierten CysEP. A-E: 10 DAP. F-I: 20 DAP. J-K: Wihrend des
Zellkollapses. A: Ricinosomen in den Nucelluszellen werden vom ER abgegliedert. B-D, F-H, J und K:
Ricinosomen in Nucelluszellen, die den PCD durchmachen. A, E und I: Negative Kontrolle mit Priim-
munserum. er, Endoplasmatisches Retikulum; G, Golgi-Komplex; ps, Polysomen; alle anderen Be-
zeichnungen wie in Abbildung 5.23. [Mefibalken 1 pm; Abbildung aus Greenwood et al. (2005);
© 2005 The National Academy of Sciences of the U.S.A..]
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Abbildung 5.25: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer, zu den kollabierten Nucelluszellen be-
nachbarten Endospermzelle.

Vergrofierungen der in (A) eingerahmten Regionen sind in (B) und (C) gezeigt. B: Zellwandbereiche
mit Plamodesmata. C: Zellwandbereiche mit Einstiilpungen der Zellwand (in (A) markiert durch
Sternchen). N, Zellkern; nu, Nucleolus; m, Mitochondrium; p, Plastid; v, Vakuole; 1, Lipidkorper;
cw, Zellwand; *, Zellwandeinstiilpungen. [Mefbalken in (A) 5 pm; Abbildung aus Greenwood et al.
(2005); © 2005 The National Academy of Sciences of the U.S.A..]

Nichste Seite:

Abbildung 5.26: Ricinosomen in seneszierenden Nuzelluszellen sind bei 10 DAP grofier und in der Zu-
sammensetzung komplexer als in seneszierenden Nucelluszellen bei 20 DAP und im Endosperm Kei-
mender Samen (Schmid ez al., 1998).

Ricinosomen wurden aus seneszierenden Nucelluszellen 10 DAP im 44-65% Saccharose-Dichtegradi-
enten isoliert. Es wurden 24 Fraktionen zu 1,25 mL geerntet (Fraktion 1, unterer Bereich, Frakti-
on 24, oberer Bereich des Gradienten) und durch SDS-PAGE mit Coomassie-Firbung (A), Silberfir-
bung (B) oder Western-Blot-Analyse mit den Primérantikérpern anti-Ricinus CysEP (D) und anti-
glyoxysomale Malatdehydrogenase (E) analysiert. MM, Molekiilmassenstandard. Die Primérantikor-
per wurden mit HRP-gekoppelten anti-Rabbit-Antikérpern aus Ziege dekoriert und die Detektion er-
folgte iiber Chemiluminiszenz. Western-Blot-Analyse (D und E) zeigte, daf3 die untersten Fraktionen
(Fraktionen 1-6) die fiir die Ricinosomen typische 45 kDa ProCysEP (D) enthielten und gut getrennt
waren von anderen Organellen wie Glyoxysomen (E; Fraktionen 14-17). Coomassie-Firbung des
Acrylamidgels (A) und SDS-PAGE-Analyse mit Silberfirbung (B) zeigten eine komplexe Proteinzu-
sammensetzung der Ricinosomen aus reifenden Samen (10 DAP). In den Ricinosomen keimender Sa-
men (C) ist die 45 kDa ProCysEP das Hauptmatrixenzym (Schmid et al., 2001).
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5.3 Die 2.0 A Kristallstruktur und Substratspezifitit der nativen
CysEP aus Ricinosomen von Ricinus communis

Das Auftreten von Ricinosomen mit ihrem Leitenzym, einer Papain-artigen Cystein-En-
dopeptidase, in der Endphase des programmierten Zelltodes bei Pflanzen ist gut belegt
(Ubersichtsartikel von Gietl und Schmid, 2001). Hierbei ist auffallend, daB in erster Linie
Gewebe betroffen sind, deren Zellen kollabieren bzw. sich auflésen. Um die spezifischen
Eigenschaften der hierbei beteiligten Papain-artigen Cystein-Peptidasen mit KDEL-Termi-
nus aufzukléren und nidheren Aufschluf} {iber die Substratspezifitit der Ricinus CysEP im
speziellen Fall zu erhalten, wurde zum einen deren Kristallstruktur mit einem kovalent ge-
bundenem Inhibitor geldst und zum anderen die Substratspezifitit in zwei unabhéngigen

Ansitzen eingehend untersucht.

Abbildung 5.27: Keimlinge von Ricinus communis. Ricinus-Samen (links) wurden 24 h gewissert und
in autoklaviertem Vermiculit bei 30°C im Dunkeln gekeimt. Abgebildet sind ein vier (Mitte) und
fiinf Tage alter Keimling (rechts).
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5.3.1 Vorhersage der Spaltspezifitit der Ricinus CysEP auf der Grundlage der
Hydrolyse von synthetischen Peptiden

In einem ersten Ansatz wurden im Rahmen der von Dr. David Simpson (Carlsberg-In-
stitut, Kopenhagen) durchgefiihrten Experimente zwei Serien von synthetischen fluoroge-
nen Peptiden fiir die Untersuchung der Ricinus CysEP verwendet. Die fluorogenen Peptide
wurden fiir die Untersuchung zweier, der Ricinus CysEP sehr &hnlichen
(Gietl et al., 2000), Cystein-Endopeptidasen aus Hordeum vulgare, EP-A und EP-B, gene-
riert (Davy et al., 2000). Eine Serie bildet Substrate mit der allgemeinen Sequenz Abz-
Xaa-Arg-|-GIn-GIn-Tyr(NO,)-Asp mit 19 verschiedenen Aminoséureresten an der P2-Po-
sition. Als Referenz diente die gut charakterisierte pflanzliche Cystein-Peptidase Papain
(Davy et al., 2000). Die Peptidspaltung wurde bei drei Substratkonzentrationen unter Be-
dingungen pseudo-erster Ordnung ([S] << K,,) durchgefiihrt und die Konzentration an ak-
tivem Enzym wurde durch Titration mit E64 bestimmt. Der Assay wurde bei pH 5,5
durchgefiihrt, weil die Inkubation isolierter Ricinosomen bei diesem pH in-vitro zur Rei-
fung der CysEP fiihren, es erfolgt die Abspaltung des N-terminalen Propeptids und des C-
terminalen KDEL-Signals. Die Konstanten k.,/K,, der Kinetik zweiter Ordnung sind in Ta-
belle 5.4 gezeigt.

Die Rangfolge der an P2 bevorzugten Aminoséurereste war dhnlich wie bei Papain. Un-
geladene Aminoséurereste mit grof3en aliphatischen und unpolaren (Leu, Val, Ile und Met)
oder aromatischen Seitenketten (Phe, Tyr und Trp) fiihrten zu den hochsten k../K,-Wer-
ten. Substrate mit kleinen, polaren oder geladenen Seitenketten an P2 hatten die niedrigs-
ten k../K,-Werte. Wéhrend die Substratpréiferenz der Ricinus CysEP beziiglich P2 sich der
von Papain sehr dhnlich zeigte, war der Wertebereich fiir k.,/K,, bei Papain signifikant
kleiner als bei der Ricinus CysEP. Die Priferenz von Papain fiir Phe oder Tyr an P2 war
wesentlich grof3er als fiir andere aromatische oder unpolare Reste, wogegen Ricinus CysEP
eine stirkere Préferenz flir Leu zeigte. Es war nicht moglich Prolin an der P2-Position zu
testen, da die Abz-Fluoreszenz in unmittelbarer Nachbarschaft gequencht wird (Ito et al.,
1998).

Der anderen Serie von Substraten mit 20 verschiedenen Aminosdureresten an der
P1-Position lag die allgemeine Sequenz Abz-Leu-Xaa-|-Gln-Pro-Tyr (NO,)-Asp zugrun-

de. Basierend auf der Annahme, dal die Spaltung unwahrscheinlich mit Pro an P1’ erfolgt,
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wurde Gln an P2’ durch Pro ersetzt, um die Spaltung zwischen Xaa und Gln zu dirigieren.
Die k.. /K,-Werte dieser verschiedenen Substrate der Ricinus CysEP wurden mit einer
Ausnahme nicht so stark vom Rest an P1 beeinfluflt. Das Peptid mit Pro an P1 wurde am
langsamsten umgesetzt (Tabelle 5.5). Die besten Substrate fiir die Ricinus CysEP enthiel-
ten geladene oder unpolare Reste an P1 (His, Arg, Lys, Phe, Leu, Tyr, Met, Thr, Trp), wo-
gegen solche mit kleinen Seitenketten (Ala, Ser, Cys) geringfiigig schwéacher umgesetzt
wurden und Asn, Val, Ile und Asp die niedrigsten k.,/K,-Werte ergab. Der Hauptunter-
schied zwischen der Ricinus CysEP und Papain war eine sehr starke Préferenz fiir His an
P1 und eine etwas schwéchere Priaferenz fiir Cys an P2. Wenn man die k../K,-Werte fiir
die Ricinus CysEP mit den korrespondierenden Werten fiir Papain in Relation setzt, dann
waren Peptide mit Tyr, Trp und Asp an P1 signifikant bessere Substrate fiir die Rici-
nus CysEP (Tabelle 5.5). Substrate mit Leu an P2 wurden von der Ricinus CysEP durch-
gingig schneller umgesetzt (Tabelle 5.4).

Auf der Grundlage der fiir die Position P2 gefundene Substrat-Priferenz wurden drei
kovalente Chloromethylketon-Inhibitoren mit einem basischen Rest an P1 und einem hy-
drophoben Rest an P2, ndmlich N-p-tosyl-Lys-CMK (N-1155; Bachem), H-D-Pro-Phe-
Arg-CMK (N-1210; Bachem) und H-D-Val-Leu-Lys-CMK (N-1385; Bachem) fiir die irre-
versible Hemmung der Ricinus CysEP im Rahmen der Reinigung fiir die Kristallisation
ausgewdhlt. Die Inhibitoren wurden im Fluoreszenz-Assay mit der Ricinosomen-CysEP
jeweils in vier Verdiinnungsstufen (200, 100, 10 und 1 nM im 1000 pl-Assay) getestet.
Die Reaktionskinetiken wurden aufgezeichnet und die 1. Ableitung (= Steigung) ermittelt.
Fiir die Kontrolle ohne Inhibitor betrug die 1. Ableitung 0,4. Alle drei Inhibitoren bewirk-
ten bei 10 nM eine totale Hemmung der proteolytischen Aktivitit (1. Ableitung = 0). Bei
einer Inhibitorkonzentration von 1 nM hemmte H-D-Pro-Phe-Arg-CMK die Reaktion vol-
lig (1. Ableitung = 0), die entsprechenden Werte fiir H-D-Val-Leu-Lys-CMK und N-p-to-
syl-Lys-CMK waren 0,002 und 0,03. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde der Inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-CMK fiir die irreversible kovalente Inhibierung der Ricinus CysEP im

Rahmen der Reinigung ausgewdéhlt.

143



Ergebnisse

Tabelle 5.4: Kinetische Konstanten (k../Kn) fiir die Hydrolyse der Substrate mit Substitution an der
P2-Position durch Ricinus CysEP und Papain. [Tabelle aus Than et al. (2004); © 2004 Elsevier Science

Ltd..]

P2 -P1 | PI’-P2*

Kea/Kin (mM' s

Xaa — Arg | Gln— GIn Cys-EP Papain®
Leu 1645 45
Phe 1365 294
Tyr 1221 303
Val 484 50
Tip 378 28
Ile 342 53
Met 251 126
Arg 79 1,45
His 37,7 4,52
Lys 11,0 0,96
Cys 10,6 51,6
Glu 6,37 0,70
Thr 4,88 9,57
Ala 3,67 12,7
Asn 3,26 1,08
Gln 2,49 5,44
Gly 1,39 0,21
Asp 1,26 0,20
Ser 0,67 3,90

*Der abwirts gerichtete Pfeil (1) zeigt die Spaltstelle an.

® Werte aus Davy et al. (2000).
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Tabelle 5.5: Kinetische Konstanten (k../Kn) fiir die Hydrolyse der Substrate mit Substitution an der
P1-Position durch Ricinus CysEP und Papain. [Tabelle aus Than et al. (2004); © 2004 Elsevier Science
Ltd..]

P2 Pl | PI- P2 Kea/ Ko (MM 57

Leu — Xaa | Gln — Pro Cys-EP Papain®
His 3872 17,3
Arg 2752 124
Lys 2707 80,5
Phe 1445 66,3
Leu 1328 62,6
Tyr 1244 14,3
Met 1102 152
Thr 903 54,5
Trp 796 18,2
Gly 732 232
Gln 569 64,6
Ala 399 79,3
Ser 339 39
Glu 166 6,86
Cys 149 128
Asn 136 16,1
Val 76,5 3,51
Ile 63,6 2,64
Asp 20,6 0,50
Pro 0,88 2,9

* Der abwarts gerichtete Pfeil (1) zeigt die Spaltstelle an.
® Werte aus Davy et al. (2000)
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5.3.2 Analyse der Spaltmotive des proteolytischen P—Casein-Verdaus durch

Ricinosomen-CysEP aus Ricinus

Fiir die Analyse der von der Ricinus CysEP generierten Proteolyse-Produkte wurde ein
Substrat benoétigt, das tiber die gesamte Struktur gut zugénglich ist und nicht durch organi-
sierte Bereiche mit a-Helices oder B-Faltbldttern den Zugang fiir die Protease erschwert
und dadurch die Daten verfdlscht. Die geforderten Eigenschaften besitzt das amorphe Sub-
strat B-Casein (Sigma) aus Rindermilch.

B-Casein wurde mit Ricinus CysEP aus isolierten Ricinosomen verdaut. Der durch die
17,5%-SDS-PAGE dokumentierte zeitliche Verlauf des Abbaus ist in Abbildung 5.28 ge-
zeigt. Das Verschwinden der Bande fiir unverdautes -Casein (Bahn 0 ganz links in Abbil-
dung 5.28A und B) im Verlauf des Verdaus geht einher mit dem Auftauchen der nieder-
molekularen Abbauprodukte. Die fiinfmal hohere Menge an proteolytisch aktivem Enzym
bei einer Ricinosomen-Verdiinnung von 1:10 (Abbildung 5.28B) im Vergleich zur stérke-
ren 1:50-Verdiinnung (Abbildung 5.28A), wird durch die etwa gleichen Bandenmuster
nach 2 min bzw. 10 min wiedergegeben. Fiir die genauere Analyse der generierten Peptide
wurde ein frither Zeitpunkt im Abbau gewihlt, wo der {iberwiegende Teil des B-Caseins
noch unverdaut war (1 min Verdau mit Ricinosomen in einer Verdiinnung von 1:50) sowie
ein spdterer Zeitpunkt, wo der grofite Teil des B-Caseins und gréBere Spaltprodukte auf
dem 17,5%-SDS-Polyacrylamidgel nicht mehr sichtbar waren (8 min Verdau mit Ricino-
somen in einer Verdiinnung von 1:10).

Die Analyse des B-Casein-Verdaus wurde von der Arbeitsgruppe fiir Proteomanalytik
am MPI Martinsried unter Prof. F. Lottspeich durchgefiihrt. Die Peptide wurden durch Re-
versed-phase HPLC getrennt, anschlieBend N-terminal sequenziert und iber MALDI-TOF
analysiert. Die Sequenzen der 36 identifizierten Peptide zeigen 34 verschiedene Spaltstel-
len (Tabelle 5.6). Zusétzlich wurden drei Spaltstellen allein iiber N-terminale Sequenzie-
rung identifiziert (QTPV, WMHQ, AQTQS). Fiir beide Zeitpunkte wurden die Peptide
von der vollstidndigen B-Casein-Polypeptidkette abgeleitet, was auf einen zufallsverteilten
Verlauf des Verdaus hindeutet. In Tabelle 5.7 sind die identifizierten Spaltstellen der [3-

Casein-Sequenz mit Pfeilen markiert.
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Abbildung 5.28: SDS-PAGE-Analyse des f-Casein-Verdaus durch Ricinosomen-CysEP.

Im 200 pL-in-vitro-Assay wurden 0,2% B-Casein durch 1:50 (A) bzw. 1:10 (B) Ricinosomen in 50 mM
MES pH 5,5/10 mM DTT bei RT verdaut. Der Verdau wurde im Rahmen einer Zeitreihe nach 10 s,
1 min, 2 min, 3 min, 5 min, 8 min und 10 min durch Schockfrieren abgebrochen. 40 nL-Aliquots wur-
den durch 17,5%-SDS-PAGE analysiert. Die im Verdau generierten Peptide wurden zu einem friihen
Zeitpunkt nach 1 min in (A) und zu einem spéten Zeitpunkt nach 8 min in (B) ndher analysiert.

Neutrale Aminosdurereste mit gro3en aliphatischen und unpolaren (acht Leu, sechs Val,
ein Ile und drei Met) oder aromatische (drei Phe) Seitenketten wurden bevorzugt an der
P2-Position der generierten Spaltstellen gefunden und machen 57% der P2-Positionen aus.
Spaltstellen mit kleinen, polaren oder geladenen Seitenketten in der P2-Position (fiinf Gln,
drei Lys, ein Ser und ein Arg) waren mit 27% unterreprasentiert. Prolin alleine nimmt
sechs mal die P2-Position, was 16% entspricht. Tabelle 5.9 zeigt, da3 20 der 37 Spaltun-
gen mit Val, Leu, Phe und Met an P2 erfolgen; bei gleichmifBiger Verteilung wiirde man
nur zehn Spaltstellen mit diesen Resten erwarten. Die Anzahl der Spaltstellen mit Met,
Pro, Lys und Gln an P2 war hoher, als es von den kinetischen Werten der synthetischen
Peptidsubstrate (siche Abschnitt 3.3.1) anzunehmen war. Dagegen war die Anzahl der
Spaltstellen mit Phe und Tyr an P2 niedriger, als vom Verdau der synthetischen Peptide zu
erwarten war. Der Grund hierfiir konnte sein, daf sich forderliche oder unforderliche Reste
in Nachbarschaft zur Spaltstelle befinden.

Die Analyse der Spaltmotive der Ricinus CysEP im B-Casein-Verdau zeigte eine ein-
deutige Priferenz fiir neutrale Aminosdurereste mit groflen aliphatischen und unpolaren
Seitenketten wie Leu, Val und Met in der P2-Position.

Eine klare Préferenz fiir die P1-Position war nicht zu erkennen (Tabelle 5.8 und 5.9).
Unter den 37 verschiedenen Spaltstellen wurden fiinf Leu, zwei Val, ein Ile, zwei Met,
zwei Phe, zwei Tyr, ein Arg, zwei Lys, ein His, sechs Ser, drei Thr, ein Ala, ein Asp, fiinf
GlIn und zwei Pro an der P1-Position gefunden. Ser, Thr, Met und Tyr machten 13 der 37

Spaltstellen an P1 aus, gegeniiber sieben erwarteten bei zufélliger Verteilung (Tabelle 5.9).
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Bemerkenswert ist die unerwartet hohe Anzahl an Spaltungen nach Pro, Ser und Gln ver-
glichen mit den kinetischen Daten von der Spaltung der fluorogenen Peptide.

Von besonderem Interesse ist die Spaltung nach Pro (Pro an P1) an zwei Stellen und
vor Pro (Pro an P1”) an drei Stellen (Tabelle 5.8, unterstrichen). Die Gegenwart von Pro in
Nachbarschaft zum ersten oder letzten Rest eines Proteins dient als Schutz gegen den Ver-
dau durch zelluldre Exopeptidasen und erfordert Prolin-spezifische Proteasen. Sogar die
Cystein-Endoproteasen, die in Pro-reichen Getreiden Prolamine abbauen, sind nicht in der
Lage neben Prolin zu spalten (Simpson, 2001). Die Spaltung von Xaa—Pro- oder Pro—Xaa-
Bindungen durch die CysEP konnte mit ihrer Funktion im Proteinabbau wéhrend des pro-

grammierten Zelltodes zusammenhéngen.

Tabelle 5.6: Durch Verdau mit Ricinus CysEP aus Ricinosomen erzeugte p-Casein-Peptide. [Tabelle
aus Than et al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

Aminosdure-Position in B-Casein-Sequenz Peptid-Sequenz

62-72 ELQ || DKI...TQS || LVY
62 -74 ELQ || DKI...SLV || YPF
69 - 87 PFA || QTQ...LPQ || NIP
73 -82 TQS || LVY...PIH || NSL
73 - 87 TQS || LVY...LPQ || NIP
75 -87 SLV || YPF...LPQ || NIP
109 - 135 EVM || GVS...PFT || ESQ
112 - 135 GVS || KVK...PFT || ESQ
115-135 KVK || EAM...PFT || ESQ
115-125 KVK || EAM...EMP || FPK
115-129 KVK || EAM...PKY || PVE
115-134 KVK || EAM...EPF || TES
115 - 156 KVK || EAM...LLQ || SWM
161 - 171 WMH || QPH...TVM || FPP
161 - 178 WMH || QPH...SVL || SLS
161 - 179 WMH || QPH...VLS || LSQ
161 - 180 WMH || QPH...LSL || SQS
161 - 181 WMH || QPH...SLS || QSK
161 - 186 WMH || QPH..KVL || PVP
161 - 190 WMH || QPH...VPQ || KAV
170 - 185 PPT || VMF...SKV || LPV
170 - 186 PPT || VMF.. KVL || PVP
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Aminosdure-Position in B-Casein-Sequenz

Peptid-Sequenz

170 - 190 PPT || VMF...VPQ | KAV
170 — 201 PPT || VMF...DMP || IQA
180 — 203 VLS || LSQ...PIQ || AFL
182199 SLS || QSK...QRD || MPI
182 — 203 SLS || QSK...PIQ || AFL
184 — 201 SQS || KVL..DMP | IQA
184 — 202 SQS || KVL...MPI || QAF
192 — 203 PQK || AVP...PIQ || AFL
192 - 206 PQK || AVP...AFL || LYQ
192 - 207 PQK || AVP..FLL || YQE
192 — 208 PQK || AVP..LLY || QEP
192 -210 PQK || AVP..YQE || PVL
208 — 217 FLL || YQE...PVR || GPF

Ergebnisse

208 — 224 C-Terminus FLL || YQE...PIIV-Terminus

Tabelle 5.7: Pria-Sequenz (Aminosiurereste 1 — 15) und reifes p-Casein (Aminosiurereste 16— 224) mit
den durch Pfeile markierten Spaltstellen. Valin- und Leucin-Reste sind fettgedruckt; Prolin-Reste rot.
[Tabelle aus Than e al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

MKVLILACLVALALA
RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQ! DK
IHPF1 A1 QTQS! LV YPFPGPIPNSLPQ! NI

PPLT! QTPVVVPPFLQPEVM! GVS! KVK| EAMAPKQ

KEMP1 FPKY | PVEPF ! T ESQSLTLTDVENLHLPL

PLLQ!S! WMH ! QPHQP

LPPT!1 VM| FPP

QSVLISILISIQSIKVILIPVPQIKIAVPY

PQRDIMP{11 QI AFLILIY ! QELPVL

GPVRI GPFPIIV

Tabelle 5.8: Durch Aminosiure-Sequenzierung (allein oder in Kombination mit MALDI-TOF) der
Spaltfragmente identifizierte Spaltstellen in p-Casein. Schwarze Reste entsprechen der Primir-
sequenz, rote Reste wurden ergéinzt, um den Bereich von P4 bis P4’ abzudecken. [Tabelle aus Than
et al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTE
DELQ! DKIH
IHPFI AQTQ

149



Ergebnisse

HPFALQTQS
QTQS!LVYP
QSLV! YPFPGPIPN
SLPQ. NIPP
PPLT!QTPVVVPPFLQ
PEVMI GVSK
MGVS|KVKE
SKVK | EAMAPKQ
KEMP! FPKY
FPKY | PVEPF
VEPF ! TESQ

EPFT{ESQSLTLTDVENLHLPL

PLLQ!SWMH
LLQS! WMHS
SWMH ! QPHQP
LPPT | VMFP
PTVM! FPPQ
QSVLISLSQ
SVLS1LSQS
VLSL! SQSK
LSLS!QSKV
LSQSIKVLP
QSKVILPVP
SKVLLPVPQ
PVPQ!KAVP
VPQK!AVPY
PQRD! MPIQ
RDMP! IQAF
DMPII QAFL
MPIQ. AFLL
QAFL!LYQE
AFLL! YQEP
FLLY ! QEPV
LYQEIPVLG
GPVR| GPFPIIV
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Tabelle 5.9: Gegeniiberstellung der im reifen p-Casein (209 Aminosdurereste) vorhandenen
Aminosiurereste mit den nach Verdau durch die Ricinus CysEP erhaltenen 37 Spaltmotiven. Die
theoretisch erwartete Hiaufigkeit der Spaltung entspricht der relativen Hiufigkeit der entsprechenden
Aminosiure in B-Casein (n/209), multipliziert mit 37 (der Anzahl der beobachteten Spaltstellen in
Position P2 bzw. P1). [Tabelle aus Than ef al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

Aminosédure B-Casein P2 Pl erwartete Haufigkeit
Ala 5 0 1 0,89
Arg 4 1 1 0,71
Asn 5 0 0 0,89
Asp 4 0 1 0,71
Cys 0 0 0 0
Gln 20 5 5 3,54
Glu 19 0 1 3,36
Gly 5 0 0 0,89
His 5 0 1 0,89
Ile 10 1 1 1,77
Leu 22 8 5 3,89
Lys 11 3 2 1,95
Met 6 3 2 1,06
Phe 9 3 2 1,59
Pro 35 6 2 6,20
Ser 16 1 6 2,83
Thr 9 0 3 1,59
Trp 1 0 0 0,18
Tyr 4 0 2 0,71
Val 19 6 2 3,36
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5.3.3 Reinigung der reifen Ricinus CysEP mit dem kovalent gebundenen Inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-Chloromethylketon und die Bestimmung von N- und C-

Terminus

Die Ricinus CysEP wurde aus isolierten Ricinosomen bis zur Homogenitét gereinigt.
Da Ricinosomen die Pro-CysEP enthalten, wurde dessen Prozessierung in-vitro durch
Ansduerung erreicht. Dabei wurden das N-terminale Propeptid und das C-terminale
KDEL-Motiv abgespalten (Schmid et al., 2001). Der N-Terminus der reifen CysEP besitzt
die Sequenz TVPASV... (90% der reifen CysEP) oder VPASV... (10% der reifen CysEP),
was mit fritheren Ergebnissen iibereinstimmt (Schmid et al., 1998). Durch LC-MS wurde
die Masse der gereinigten CysEP inclusive dem gebundenen Inhibitor H-D-Val-Leu-Lys-
CMK bestimmt, sie betrdgt 24926 (+£2,0) Da. Der kovalent gebundene Inhibitor besitzt
eine Masse von 354 Da, wobei HCI bei der Bindungskniipfung eliminiert wird. Die reife
CysEP hatte dem zufolge nach Abspaltung von N- und C-terminalem Propeptid eine
Masse von 24572 Da ohne Reduktion der Disulfidbriicken. Der urspriingliche C-Terminus
...YPIKKSSNNPSGIKSSPKDEL  wird durch Entfernung der Iletzten sieben
Aminoséurereste inclusive der KDEL-Sequenz auf ...YPIKKSSNNPSGIK verkiirzt. Dies
stimmt mit der von Schmid ef al. (2001) gemachten Beobachtung iiberein, dal} isolierte
Ricinosomen 80-90% Pro-CysEP mit dem C-terminalen KDEL und 10-20% Molekiile mit
dem reifen C-Terminus ...YPIKKSSNNPSGIK enthalten.

5.3.4 Die Kristallstruktur und das aktive Zentrum

5.3.4.1 Kiristallisation und Datensammlung

Das gereinigte Protein erwies sich in den initialen Kristallisationsversuchen iiber den
»in-House “-Screen mit 96 unterschiedlichen Kristallisationsbedingungen als sehr ,.kri-
stallisierfreudig”. Neben einigen anderen Bedingungen lieferte der Ansatz mit 29%
PEG 4000/ 190 mM Li,SO,/ 100 mM Na-Citrat pH 5,9 vielversprechende Kristalle. Bei
der weiteren systematischen Verfeinerung der initialen Kristallisationsbedingungen wur-
den jeweils zwei der drei Parameter um einen Wert herum variiert. Letztendlich wurden
auf diese Weise ausgezeichnet streuende Kristalle aus 31% PEG 4000 /200 mM L1,SO, /
100 mM Na-Citrat pH 5,04 erhalten. Die Kristalle neigten zur Bildung von ,,Biischeln®, so
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daf} fiir die Vermessung dieser Kristalle mit der Rontgenkamera einzelne, gut gewachsene
Kristalle aus den Kristallbiischeln herauspréipariert wurden (Abbildung 5.29). Die Kristalle
gehdren zur Raumgruppe P2,2,2; mit Zellkonstanten von a =36,448 A, b=68,162 A,
c=163,780 A, a =B =y=90°. Dies entspricht bei 2 Molekiilen in der asymmetrischen
Einheit einem Solvensgehalt von 41% (Matthews Parameter 2.07 A*/Da). Trotz einer rela-
tiv hohen Mosaizitit von 0,7° liegt die Streuleistung dieser Kristalle unter Verwendung ei-

ner ,, In-House “-Réntgenquelle deutlich unter 1,8 A (Tabelle 5.10).

i

Abbildung 5.29: Mikroskopische Aufnahme von Kristallen der Ricinus CysEP.

Die Kiristalle sind im sitting-drop-Verfahren aus 2 pl Proteinléosung und 2 pl Reservoir-Puffer (31%
PEG 4000 / 100mM Na-Citrat pH 5,04 / 200 mM Li,SO,) bei 20°C gewachsen. Fiir die Vermessung
dieser Kristalle wurden einzelne, gut gewachsene Kristalle aus den Kristallbiischeln herausprépariert.
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Abbildung 5.30: Streubild der orthorhombischen CysEP-Kristalle.
Gemessen wurde unter einem Drehwinkel von 0,2 Grad mit einem 345 mm Mar-Image-Plate Detektor
und Cu-K“-Réntgenstrahlung. Der Rand liegt bei 2,0 A Auflosung.

Nichste Seite:

Abbildung 5.31: Ramachandran-Plot der finalen Verfeinerung der Ricinus CysEP.

Rot unterlegt sind die bevorzugt erlaubten, intensiv gelb die zusétzlich erlaubten, hell-gelb die grofizii-
gig erlaubten und weif} die nicht erlaubten Bereiche. Reste aufler Prolin und Glycin sind als Quadrate,
Proline als Dreiecke dargestellt. Die Reste auler Prolin und Glycin in den grofziigig erlaubten Berei-
chen sind durch rote Quadrate reprisentiert.
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Tabelle 5.10: Zusammenfassung der Kristallographischen Analyse [Tabelle aus Than ef al. (2004);

© 2004 Elsevier Science Ltd..]

Messung Wert

A. Datensammlung

Auflosungsbereich (A) 24,4-2.0
gemessene Reflexe 179209
unabhingige Reflexe 28159
Vollstandigkeit der Daten (%) 98,5 (89,3)
Ry *° (%) 6,6 (13,7)
B. Verfeinerung

Auflésungsbereich (A) 24,3-2,0
Anzahl der Proteinatome (nicht H-Atome) 3393
Anzahl der Solvens-Molekiile 347
Anzahl der Inhibitor-Atome 50

Reys € (%) 18,1 (17,6)
Riee (%) 22,6 (21,2)
gemittelter B-Faktor ¢ (A 2) 16,6 (18,4)
rms-Abweichung der Bindungslingen (A) 0,008
rms-Abweichung (A ?) 1,469

"Die Werte der letzten Aufldsungsschale von 2,07 A bis 2,0 A sind in Klammern angegeben.

b Rsymm 2|[h[ - ([/1>V 2([}1).

¢ Dieser Wert enthélt die fiinf Atome des einen Sulfat-Ions.

¢ Die Werte in Klammern entsprechen der letzten Aufldsungsschale von 2,13 A bis 2,0 A.

¢ Reysi= Z|Fon - Fal/ZF o, wobei F,, und F; den beobachteten bzw. errechneten Strukturfaktor-Amplituden

des Reflexes h entsprechen.

 Reee berechnet mit 5% Reflektionen, die nicht in die Verfeinerung einbezogen wurden. Fiir die Auswahl
der Reflektionen wurden solche auf diinnen Schalen den zufillig ausgewdhlten vorgezogen, um die durch
die NCS verursachte Korrelation von Rg.. und den Reflektionen der Verfeinerung niedrig zu halten.

¢ Wilson plot B-Faktoren in Klammern.
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5.3.4.2 Kristallisation und Gesamtstruktur

Die reife papainartige Cystein-Peptidase CysEP aus Ricinus communis wurde in Gegen-
wart des substratdhnlichen Inhibitors H-D-Val-Leu-Lys-CMK kristallisiert und die dreidi-
mensionale Struktur wurde mit Patterson-Suchtechnik unter der Verwendung der Koordi-
naten der Prolin-spezifischen Protease aus Zingiber officinale (Choi et al., 1999) als Such-
modell bestimmt. Das endgiiltige Modell umfa3t zwei fast identische Proteinmolekiile mit
kovalent gebundenen Inhibitor H-D-Val-Leu-Lys-CMK, 342 Wassermolekiile und ein
kristallographisch definiertes Sulfat-lon mit gut definierter Stereochemie (Tabelle 5.10).
Die Struktur wurde bis zum kristallographischen R-Faktor von 18,1% (Rge.= 22,6%) ver-
feinert. Fiir eine Auflosung von 2,0 A, ist die 2 F,s — 2 F... Elektronendichte von aullerge-
wohnlicher Qualitdt (Abbildung 5.34D), wahrscheinlich aufgrund der ausgezeichneten
Diffraktions-Daten (Tabelle 5.10). Tatsdchlich wurde die Auflosung wihrend der Daten-
sammlung auf 2,0 A begrenzt, um eine durch die starke Streuung und die groBen Zellkon-
stanten bedingte Uberlappung von Spots zu verhindern. Fiir die benutzte CuK,-Strahlung
mit der Wellenléinge von A= 1,542 A lag die beobachtete Streuung fiir die gemessenen
kleinen Kristalle unter 1,7 A.

Die zwei Molekiile der asymmetrischen Einheit - MOLA und MOLB - sind in der Elek-
tronendichte ab dem zweiten und ersten Aminosdurerest (Val2 und Thrl) bis Asn224 und
Ser226 definiert (die Nummerierung bezieht sich auf die reife CysEP; siehe Abbildung
5.32). Ab Ala4 sind die zwei Molekiile sehr #hnlich (rms-Werte von 0,72 A und 0,21 A
fiir alle Atome und die C*-Atome der 219 dquivalenten Aminoséurereste), was darauf hin-
deutet, daB die ersten drei Aminosédurereste, sowie die auf Asn224 folgenden im Solvens
beweglich sind. Die folgende Beschreibung und Diskussion basiert auf dem etwas besser

definierten Molekiil MolB.
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Abbildung 5.32: Struktur-basierter Sequenzvergleich der Ricinus CysEP mit den drei Cystein-
Proteasen Prolin-spezifischen Cystein-Endoproteinase aus Z. officinale (GP-1I; Choi et al., 1999),
Papain (Stubbs ez al., 1990) und Cathepsin B (CatB; Turk et al., 1995).

Identische Aminosidurereste sind rot, chemisch Zihnliche gelb unterlegt. Alle Reste, deren riumliche
Position von der der CysEP abweichen, sind in Kleinbuchstaben gedruckt. Die hochkonservierten Res-
te des aktiven Zentrums sind blau und die Disulfidbriicken-Cysteine griin unterlegt. Die Sekundiir-
strukturelemente (a-Helices bzw. B-Faltbliitter) der CysEP befinden sich unterhalb des Sequenzver-
gleichs, nummeriert von al bis a6, sowie p1 bis 7. [Die Abbildung wurde mit ALSCRIPT (Barton,
1993) erstellt. Abbildung aus Than et al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

Die Gesamtstruktur der Ricinus CysEP (Abbildung 5.33) zeigt eine verdreht ellipsoide
Molekiilform mit einer klar definierten Substratbindungsrinne auf der Oberseite. Wie fiir
papainartige Cystein-Proteasen typisch (Barrett et al., 1998; Turk et al., 1998; Barrett und
Rawlings, 2001; Turk und Guncar, 2003), ist die Polypeptidkette zu zwei Doménen von
ungefahr gleicher Grofe gefaltet, getrennt durch die Substratbindungsfurche und das akti-
ve Zentrum. Die linke (L-) Doméne (Aminosdurereste 22-113 und 217-226) ist {iberwie-
gend a-helikal (al, a2, a3 und a4) verbunden durch ungeordnete Bereiche (random coil).
Die rechte (R-) Doméne (Aminosédurereste 1-21 und 114-218) besteht aus dem grofen,
verdrehten antiparallelen B-Faltblatt (B6, B5, B4, B3, B7 und B2), das am C-terminalen Be-
reich von B4 erweitert wird, den flankierenden Helices a5 und 06, sowie verbindenden

Segmenten. Beide Doménen interagieren, ohne daf3 eine strukturell definierte Verbindung
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vorliegt. Zusitzlich gehoren ungefdhr 20 N-terminale Reste zur L-Doméne und 10 C-ter-
minale Reste zur R-Doméne. 2 und B7 gehoren partiell zur L-Doméne. Die Faltung der
CysEP ist im weiteren von drei Disulfidbriicken stabilisiert, die den Loop vor al mit dem
Loop zwischen a2 und a3 (Cys23-Cys65), den C-Terminus von a2 mit dem N-Terminus
von o4 (Cys57-Cys-98) und die langen ungeordneten Bereiche von a6 bis 4 und von 6
bis 7 (Cys156-Cys208) miteinander verbinden.

Das ER-Riickhaltesignal am C-Terminus (KDEL), das der reifen Protease fehlt, befdn-
de sich an der unteren linken Ecke des Molekiils, ungefidhr acht Aminosdurereste hinter
dem strukturell sichtbaren C-Terminus (siche Abbildung 5.33A). Damit wire es ideal lo-
kalisiert, um die Proform der CysEP via Interaktion mit irgendeinem Protein im ER zu-
rliickzuhalten. Dieser acht Aminosduren lange Linker sollte lang genug sein, um eine derart
zuriickgehaltene ProCysEP flexibel genug an die Membran zu binden, da3 das aktive Zen-

trum von der Membran abgewandt ins Lumen zeigt.

(D)V-L-K-CMK , (D)V-L-K-CMK
H Cys656 H
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Vorherige Seite:

Abbildung 5.33: Gesamtstruktur der Ricinus CysEP.

A: Binder-Darstellung der CysEP mit dem Kkovalent an das aktive Zentrum gebundenen
H-D-Val-Leu-Lys-CMK-Inhibitor auf der Oberseite des Molekiils (Richardson-Diagramm). Die Ko-
dierung in Spektralfarben entspricht dem Sequenzverlauf von dunkelblau (N-Terminus) nach rot
(C-Terminus). Die beiden Termini, die Disulfidbriicken-Cysteine und die Sekundéirstrukturelemente
sind beschriftet. B: C* —Plot von CysEP (grau), GP-II (griin; PDB-ID: 1CQD; Choi et al., 1999), Pa-
pain (rosa; PDB-ID: 1STF; Stubbs et al., 1990) und Cathepsin B (blau; PDB-ID: 1CSB; Turk et al.,
1995). Einige Reste der CysEP sind zur Orientierung nummeriert. Der begrenzende Loop von Cathep-
sin B (blau), der in der Substratbindungsrinne den Zutritt fiir Substrate limitiert, ist auf der Oberseite
des Molekiils eindeutig zu erkennen. Der Inhibitor wurde weggelassen. [Die Abbildung wurde mit
MOLSCRIPT (Kraulis, 1991) und RASTER3D (Meritt und Bacon, 1997) erstellt. Abbildung aus Than
et al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

Interessanterweise zeigen die biochemischen Daten, da3 die N- und C-terminalen Pro-
peptide, bestehend aus 105 bzw. 7 Aminoséureresten, wihrend der Reifung abgespalten
werden (Schmid ef al., 1998; Schmid ef al., 2001). In Analogie zu verschiedenen anderen
Cystein-Peptidasen (fiir einen Ubersichtsartikel siche z.B. Turk und Guncar, 2003) sollte
nur das N-terminale Propeptid das aktive Zentrum blockieren und damit die proteolytische
Aktivitdt unterbinden. Da das C-terminale Propeptid wahrscheinlich vom Protein weg-
zeigt, sollte es die Riickhaltung der Proprotease im Lumen des ER und der Ricinisomen
vermitteln, jedoch nicht die Inhibierung. Demzufolge sollte die Abspaltung des N-termina-
len Propeptids hinreichend sein, ein Intermediat zu liefern, das das C-terminale ER-Riick-
haltesignal noch enthilt.

Wie aufgrund der Sequenzhomologie zu erwarten, ist die Gesamtstruktur der CysEP
sehr dhnlich der prolinspezifischen Cystein-Protease aus Z. officinale (Choi et al., 1999),
wie eine niedrige rms-Abweichung von 0,59 A fiir 216 dquivalente C*-Atome belegt. Dar-
iiberhinaus kann die CysEP mit Papain (PDB-ID: I1STF (Stubbs ef al., 1990)) und mit dem
entfernter verwandten Cathepsin B (PDB-ID: 1CSB (Turk et al., 1995)) strukturell vergli-
chen werden, was zu rms-Abweichungen von 0,67 A und 1,26 A fiir die C*-Atome von
199 bzw. 175 dquivalenten Aminosaureresten fiihrt (Abbildungen 5.33 und 5.34B). Die
strukturellen Voraussetzungen fiir die ungewdhnlich breite Sequenzspezifitit der CysEP
sind unten beschrieben.

Die grofiten Unterschiede zwischen den vier verglichenen Strukturen betreffen die L-
Domine in den Segmenten Val55-Gly64 und Tyr94-Prol06, die Disulfid-Briicke Cys57-
Cys98 eingeschlossen. Obwohl diese Regionen nicht Bestandteil des aktiven Zentrums

sind, konnten sie zu Unterschieden, wie sie im Cys65-Gly67 Segment, das die linke Seite
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des aktiven Zentrums und einen Teil der S1-Bindungstasche bildet, fiihren (siehe unten).
Der verschlieBende Loop, der die Exopeptidase-Eigenschaften von Cathepsin B bedingt
(Musil et al., 1991), entspricht dem Segment Glu92-Gly96 der CysEP (Abbildungen 5.33
und 5.34). Weitere Abschnitte mit signifikant unterschiedlichen C*-Positionen umfassen
den von den Resten Gly170 bis Thr176 geformten Oberflichen-Loop und das im aktiven
Zentrum sitzende Segment Gly157-His162.

5.3.4.3 Die Substratsbindungsfurche

Das aktive Zentrum der CysEP (in Abbildung 5.33A und B oben und in Abbildung
5.34A-D zum Betrachter hin orientiert) befindet sich in einer Lingsrinne, die breiter als
bei der Zingiber-Protease und bei Papain ist (Abbildung 5.34B). Der Inhibitor H-D-Val-
Leu-Lys-CMK ist kovalent an das Cys26 im aktiven Zentrums gebunden und legt sich mit
seinen P1- und P2-Seitenketten substratartig in die Bindungstaschen der CysEP (P1, P2,...
und P1’, P2’,...bezeichnen die Substratreste N-/C-terminal von der zu spaltenden Peptid-
bindung, entsprechend den Enzymtaschen S1, S2,... und S1°, S2’) und definiert dadurch
strukturelle Details fiir die Substraterkennung in-vitro.

Die Peptidylhélfte des Inhibitors befindet sich auf dem Grund der
Substratbindungsfurche angrenzend an das Gly-Gly68-Leu-Segment und bildet ein kurzes,
verdrehtes antiparalleles B-Faltblatt mit zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
Gly68-N,O und LeuP2-O,N (Abbildung 5.34A). Die gestreckte Konformation des
Inhibitors ist im weiteren durch eine schwéchere Wasserstoffbriickenbindung zwischen
LysP1-N und Aspl161-O stabilisiert, was die die CMK-Hilfte des Inhibitors (und im Falle
eines gebundenen Substrates, die zu spaltende Peptid-Bindung) zum nucleophilen Cys26
hin orientiert; letzteres wird durch His162 und Asn183 aktiviert und bildet mit diesen die
katalytische Triade. Wahrend des Katalysezyklus wird die negative Ladung des LysP1-O
durch seine feste Interaktion mit GIn20-N* stablisiert und bildet zusammen mit dem

Hauptketten-Stickstoffatomen von Ser25 und Cys26 die Oxyaniontasche.
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Vorherige Seite:

Abbildung 5.34: Struktur der Ricinus CysEP: Interaktionen zwischen dem Inhibitor und der Sub-
stratbindungsrinne.

Stereoansicht der Region des aktiven Zentrums der CysEP und des H-D-Val-Leu-Lys-CMK-Inhibi-
tors von unten (N-Terminus) nach oben (C-Terminus, zu spaltende Peptidbindung) durch die vertikal
ausgerichtete Substratbindungsrinne (Abbildung 5.33 um 90° zum Betrachter hin gedreht). A: Stéib-
chen-Modell der Reste (dunkelgriin, Kohlenstoff; blau, Stickstoff; rot, Sauerstoff; gelb, Schwefelato-
me) in Umgebung des Inhibitors (Ball-und-Stibchen-Modell). Die Inhibitorseitenketten, die Reste im
aktiven Zentrum, sowie weitere relevante Reste sind fiir die Orientierung beschriftet. B: Stibchen-
Modell dhnlich A, aber mit den Resten von GP-II (Choi et al., 1999; in griin) und Papain (Stubbs ez al.,
1990; in rosa), die sich von den dquivalenten Resten der CysEP unterscheiden. Insbesonders der Be-
reich der Substratbindungsrinne unterhalb des Cys26 ist bei der CysEP deutlich weiter angelegt.
C: Der Inhibitor (Ball-und-Stiibchen-Modell) vor der festen Oberfliche der katalytischen Tasche; die
Farbe gibt das errechnete negative (rot, -30e/kT) und positive (blau, 30 e/kT) elektrostatische Oberfli-
chenpotential wieder. Die vorhergesagten Subdoménen fiir die Bindung eines gestreckten Substrats
sind gekennzeichnet. D: Stibchen-Modell dhnlich (A), jedoch mit der endgiiltigen 2 Fyp-2 Feac Elektro-
nendichte fiir den Inhibitor (blau) bei 16 konturiert. Um den Vergleich zu erleichtern, werden alle Bil-
der in der gleichen Orientierung gezeigt. [Die Abbildung wurde mit MOLSCRIPT (Kraulis, 1991),
BOBSCRIPT (Esnouf, 1999), GRASP (Nicholls et al, 1993) und RASTER3D (Meritt und Bacon,
1997) angefertigt. Abbildung aus Than et al. (2004); © 2004 Elsevier Science Ltd..]

5.3.4.4 Spezifitits-Subdoméinen

An der S1-Subdoméne, einer (dhnlich, wie bei anderen papainartigen Cystein-Pro-
teasen) flachen, zur linken Seite der Substratbindungsfurche hin orientierten Vertiefung,
interagiert die LysP1-Seitenkette sehr schwach iiber ihre 1-Ammoniumgruppe mit Asn66,
wihrend das proximale Kohlenstoffatom eine hydrophobe Region, von Gly24 und Gly67
geformt, beriihrt. Folglich sollte das Enzym an der S1-Subdoméne kurze hydrophobe und
groflere polare Reste, moglicherweise auch Ser und Thr zulassen, aber eine eindeutig defi-
nierte Spezifitdt ist nicht zu erwarten. Bemerkenswerterweise zeigt das Segment Cys65-
Asn66-Gly67, obwohl in der Sequenz identisch zur entsprechenden Region bei Papain,
eine ganz unterschiedliche Konformation (Abbildung 5.34B). Diese Anderung, vielleicht
hervorgerufen durch die Gegenwart von GIn63 statt Tyr61 in Papain, tragt zu der allge-
mein breiter angelegten Substratbindungsfurche der CysEP bei.

Die S2-Bindungstasche, die Hauptdeterminante fiir die Spezifitit der meisten Cystein-
Proteasen (Bode und Huber, 2000), wird tiberwiegend durch Leu69, Alal36, sowie durch
den Loop Leul60-Gly163 und teilweise von Met70 definiert. Sie ist weiter, als bei der
hoch homologen prolinspezifischen Zingiber-Protease oder vielen anderen papainartigen
Cystein-Proteasen, hauptsdchlich aufgrund von Leu69 (anstelle von Trp in der Zingiber-
Protease oder Tyr in Papain) und die unterschiedliche Konformation des Segments
Thr158-Aspl161 (Abbildung 5.34A und B). LeuP2 paBt hier sehr gut, aber jede hydrophobe

Seitenkette, die groBen Aminosdurereste Phenylalanin oder Tryptophan eingeschlossen,
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sollten ausreichend gut binden. Glu213 (anstelle von Phe bei der Ingwer-Protease) befin-
det sich an der S2-Bindungstasche und konnte, wie in Cathepsin B (Musil et al., 1991),
ebenso die Bindung von langen, positiv geladenen oder polaren, nicht jedoch sauren Res-
ten beglinstigen.

Der Strukturvergleich der CysEP mit Inhibitor-Komplexen anderer papainartiger Cy-
stein-Proteasen (Drenth et al., 1976; Stubbs et al., 1990) impliziert eine verlingerte Kon-
formation fiir die P3- und P4-Reste, aber die entsprechenden Subdoménen sind sehr flach
und ergeben keine zwingende Spezifitit oder exakt definierte Bindungsgeometrie (Abbil-
dung 5.34C). Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der allgemeinen Beobachtung, daf
die Subdominen jenseits von S2 gewohnlicherweise kaum zur Spezifitit der Cystein-Pro-
teasen beitragen und daB3 die Substrat- bzw. Inhibitorreste jenseits von P3 bereits in ver-
schiedenen Konformationen binden (Turk et al., 1998).

Die auf die Spaltstelle folgende Subdomine scheint eindeutiger definiert zu sein. Die
Substrathauptkette sollte sich liber den von His162 und Trp185 gebildeten Oberflachenbe-
reich fortsetzen, wiahrend die P1’-Seitenkette sich von hier aus zur rechten Seite der Sub-
stratbindungsfurche ausdehnen sollte, interagierend mit Alal39, Gln145 und Aspl161. Die
P2’-Seitenkette, die nur noch einen limitierten Beitrag zur Spezifitit von Cystein-Pro-
teasen leistet (Turk et al., 1998), sollte zur L-Domine orientiert sein und teilweise mit
GIn20 interagieren, aber hauptsdchlich mit dem Gly-GIn22-Cys-Gly-Segment. Da hydro-
phobe und polare Reste in enger Nachbarschaft die zwei letztgenannten Subdominen ein-
sdumen, sollte eine Anpassung an unterschiedlichste Seitenketten bei nur leichter Ande-

rung der Bindungsgeometrie moglich sein.
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5.4 Die Reinigung und Charakterisierung der Glyoxysomalen
Processing Peptidase aus dunkel gewachsenen Kotyledonen von
Citrullus vulgaris

Die im vorherigen Kapitel behandelte Ricinus CysEP wurde zunéchst fiir die Glyoxyso-
male Processing Peptidase (GPP) gehalten (Gietl et al., 1997), erwies sich jedoch im wei-
teren als eine in einem anderen Organell, den Ricinosomen, lokalisierte (Schmid et al.,
1998) und wéhrend des PCD der Pflanze tdtige Protease. Sie wurde in der Folge eingehend
erforscht (eine Zusammenfassung findet sich bei Gietl und Schmid, 2001) und war auch
Gegenstand der vorliegenden Arbeit (siche Abschnitte 5.2 und 5.3).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nun ein erneuter Anlauf unternommen, die GPP zu rei-
nigen und zu charakterisieren. Fiir das Projekt wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Arnold
vom Laboratorium fiir Molekulare Biologie am Genzentrum der Ludwig-Maximilian-Uni-
versitdt Miinchen spezifische fluorogene Peptide mit den Spaltstellen der glyoxysomalen
Matrixproteine gCS, gMDH und Thiolase, sowie ein Kontrollpeptid fiir den Funktions-
nachweis und die Detektion der GPP synthetisiert. Diese Peptide eigneten sich wegen der
geringen Fluoreszenz-Ausbeute jedoch nicht fiir das geplante Screening verdiinnter Pepti-
dase-haltiger Fraktionen aus dem Reinigungsverlauf, sondern lieferten nur signifikante
Signale in angereinigten und konzentrierten GPP-Proben.

Friihere unverdffentlichte Untersuchungen der Arbeitsgruppe Gietl (vorrangig von Dipl.
Biol. M. Schmid) in Zusammenarbeit mit Dr. F. Kaloucek von der Yale-University
(New Haven, USA) erbrachten in Glyoxysomen vier, die pri-gMDH prozessierende Akti-
vitdten im 120 mM NaCl Stufeneluat einer DEAE-Anionenaustausch-Sdule. Die weitere
Differenzierung des DEAE-Eluats erfolgte iiber Benzamidin-, Heparin- und Phenylbu-
tylamin-Sdule. Die Detektion der Aktivititen erfolgte in den fritheren Experimenten iiber
radioaktiv-markierte prd-gMDH als Substrat. Die in-vitro-Ansidtze wurden {iber
SDS-PAGE analysiert, die Gele getrocknet und die Signale mit Rontgenfilm detektiert.

Mit dem bereits fiir die Detektion der proteolytischen Aktivitit der Ricinus CysEP ver-
wendeteten fluorogenen Peptid Cbz-FR-AMC, einem Substrat fiir Plasma-Kallikrein und
viele Serin- und Cystein-Peptidasen, lie sich die proteolytische Aktivitdt im DEAE-Eluat
ebenfalls nachweisen. Die mit diesem Substrat gefundene Aktivitit wurde dann iiber einen
Reinigungsgang mit drei weiteren Sdulen (Superdex75-Gelfiltration, Hydroxyapatit- und

MonoQ-Anionenaustausch-Chromatographie) angereichert (sieche Abschnitt 5.4.1). Der
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Aktivititsverlust im Reinigungsverlauf war allerdings so hoch (siehe Tabelle 5.11), dal3
dieser Ansatz letztendlich aufgegeben wurde und in Kooperation mit Dipl.Biol. Carsten
Liick vom Fachgebiet fiir Proteomik unter Frau Prof. Dr. A. Gorg eine deutlich weniger
verlustbehaftete Reinigung iiber DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie, priparative
native Sephadex-IEF (Gorg et al., 2003) und 2-D-Elektrophorese etabliert wurde (Ab-
schnitt 5.4.3).

Im Verlaufe der Reinigungsarbeiten stellte sich heraus, da3 die von der GPP vollzogene
Proteolyse von einem Aktivator abhéngt (Abschnitt 5.4.2). Die anfdngliche Vorstellung
von einer definierten Einzelsubstanz wurde im Zuge der zur Charakterisierung unternom-
menen Experimente verworfen, da die Peptidase-Aktivitit ebenfalls durch eine Reihe gén-
giger Testproteine gesteigert wurde (Abschnitt 5.4.4.5).

Es lieB sich eine Korrelation von im Fluoreszenz-Aktivititsgel-Assay gefundener Ban-
de und dem mittels anti-4/Degl5-Peptid-Antikorper erhaltenen Signal feststellen (Ab-
schnitt 5.4.3). Der hierfiir verwendete anti-47Degl5-Peptid-Antikorper gegen das Peptid
mit der Sequenz ETTAAVHPGGSGGAV wurde grof3ziigig von Frau Prof. Dr. [. Adamska
zur Verfiigung gestellt. Fiir die Bestimmung von Masse und pI-Wert wurde das Anti-
korpersignal auf 2-D-Western-Blot mit einem Spot auf dem 2-D-Gel korreliert (Abschnitt
5.4.3.2). Die Analyse der Reinigungsverldufe durch Gelatine-Aktivititsgele bei verschie-
denen Inkubations-Temperaturen erbrachte wichtige Erkenntnisse. Allerdings waren die
am Ende in den Proteinbanden im Sequenziergel angereicherten Mengen an GPP nicht
ausreichend fiir Sequenzinformationen. Die im Anschluf3 an die Reinigung durchgefiihrten
Sequenzierversuche wurden von der Arbeitsgruppe fiir Proteinforschung unter der Leitung
von Prof. Dr. F. Lottspeich am MPI in Martinsried durchgefiihrt.

Um die GPP/Degl5 zu charakterisieren und einen Vergleich mit anderen Proteasen vor-
zunehmen, wurde die Spaltspezifitit anhand spezifischer Peptide (bereits oben erwéhnt,
siche Tabelle 5.12 und 5.13, S.193), die Temperatur- und pH-Abhangigkeit, das Verhalten
gegeniiber Protease-Inhibitoren und der EinfluB ausgewéhlter Cofaktoren und Proteine un-
tersucht (Abschnitt 5.4.4).

Eine grobe Zusammenfassung der komplexen experimentellen Vorgehensweise findet

sich in Abbildung 5.35.
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FluBBdiagramm fiir die Reinigung und Charakterisierung
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Abbildung 5.35: Uberblick der im Rahmen der Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase
durchgefiihrten Experimente.
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5.4.1 Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase iiber

Sidulenchromatographie

Glyoxysomen wurden aus Kotyledonen drei Tage alter Wassermelone-Keimlinge iso-
liert (siche Abbildung 5.36A). Die Samen wurden in Vermiculit bei 30°C im Dunkeln ge-
keimt. Das Gewebe wurde in Saccharose-Medium schonend homogenisiert, das Filtrat zur
Gewinnung des Organellenpellets einer fraktionierten Zentrifugation unterworfen und die
Organellen-Suspension zur Isolierung der Glyoxysomen iiber Ultrazentrifugation auf dis-
kontinuierliche Saccharose-Dichtegradienten geladen. Die durch Abziehen mit Kaniile er-
haltenen reinen Glyoxysomen-Fraktionen und die mit Plastiden verunreinigten Fraktionen
wiesen im Mittel ICL-Werte von 0,14 bzw. 0,20 U/mL auf; die mit Plastiden verunreinigte
Fraktion enthielt somit etwa 50% mehr Glyoxysomen. Fiir die weitere Reinigung wurden

die Glyoxysomen-Fraktionen 10-fach verdiinnt, sonifiziert, die Membranen durch Zentri-

fugation abgetrennt und die Probe vor Beladung der DEAE-Séule sterilfiltriert.

Abbildung 5.36: Keimlinge von Citrullus vulgaris. A: Wassermelonen-Samen (links) wurden in feuch-
tem Vermiculit im Dunkeln bei 30°C zur Keimung gebracht. Abgebildet sind 2, 2,5, 3 und 3,5 Tage
alte Keimlinge. Glyoxysomen wurden aus den Kotyledonen etwa 3 Tage alter Keimlinge isoliert.
B: 10 Tage alte Keimlinge. Die Keimblitter sind ergriint und betreiben Photosynthese.
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Die Arbeitsgruppe Gietl in erarbeitete Zusammenarbeit mit Dr. F. Kaloucek von der
Yale-University (New Haven, USA), dal} sich in Glyoxysomen vier, die prd-gMDH pro-
zessierende Aktivititen im 80-120 mM-NaCl-Stufeneluat einer DEAE-Anionenaustausch-
Séule befinden. Um eine effiziente Vorreinigung der GPP zu erreichen, wurde dieser Be-
fund iibernommen und eine DEAE-Séule an den Beginn der Reinigung gestellt.

Im folgenden ist ein reprdsentativer Reinigungsgang der GPP fiir abschlieende Ed-
man-Sequenzierung wiedergegeben. Die Elutionsprofile und die Aktivitétsprofile fiir die
vier Sdulen DEAE, Gelfiltration, Hydroxyapatit und MonoQ finden sich auf den nédchsten
Seiten und die wichtigsten Daten des Reinigungsganges sind in Tabelle 5.11 auf S.177 zu-

sammengefaft.

5.4.1.1 DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie

Von etwa 230 mg Gesamtprotein in den isolierten Glyoxysomen waren nach der Pro-
benaufbereitung bestehend aus 10-facher Verdiinnung, Sonifizieren, Abzentrifugieren der
Membranen und Sterilfiltrieren noch 190 mg (~83%) vorhanden. Durch die Verdiinnung
der Glyoxysomen-Priparation wurden die Organellen einerseits zum Platzen gebracht,
zum anderen aber auch die Viskositdt soweit herabgesetzt, dafl sich die Probe mit einem
Druck von <0,3 MPa mit 5 mL/min auf die DEAE-S&ule laden lie3. Von den 190 mg Pro-
tein in der Probe wurden 140 mg (~74%) auf der Sdule gebunden, 50 mg (~26%) fanden
sich im Durchlauf wieder. Die Hauptaktivitit der DEAE-Elution wurde vereinigt, wobei
61 Mio. RFU (97% von 63 Mio. RFU) in 15 mg Protein wiedergefunden wurden, was ei-
nem Anreicherungsfaktor von 12,3 entsprach. Der Reinigungsfaktor wurde dadurch ver-
bessert, daB mit einsetzendem Aktivititspeak der Salzgradient bei 40% Puffer B gehalten
wurde, bis die proteolytische Aktivitét eluiert war. Damit konnte verhindert werden, daf3
die Aktivitdt in den néchsten Protein-Peak hinein verschleppt wurde (Abbildung 5.37A
und B).
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Abbildung 5.37: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: DEAE-Anionenaustausch-Chro-
matographie.

Die Glyoxysomen-Probe wurde auf DEAE-Séule geladen und mit einem zweistufigen linearen Gradi-
enten von (1) 0-250 mM NaCl iiber 250 mL und (2) 250 mM-1 M NaCl iiber 50 mL eluiert. Der Gradi-
ent wurde bei 80 mM NacCl (Fr. 17) bis zur vollstindigen Elution des zweiten Peaks fiir 12 Fraktionen
gehalten. A: Ag-Profil der Elution (linke Ordinate) und Verlauf des Gradienten (rechte Ordinate).
B: Aktivititsprofil der DEAE-Elution. Aliquots der gesammelten Fraktionen wurden auf Protease-Ak-
tivitiit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. Die vereinigten Fraktionen 18-31
(rot markierter Bereich) enthielten 97% der geladenen Aktivitit.
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5.4.1.2 Gelfiltrations-Chromatographie

Um eine Auftrennung der Proteine nach Molekiilgroe zu erreichen, wurde die einkon-
zentrierte Probe iiber eine Superdex75-Sdule in Proteine des GréBenbereichs 3 bis 70 kDa
aufgetrennt. Die Proben-Proteine eluierten in drei Hauptpeaks, wobei sich mehr als die
Hilfte des Gesamtproteins im dritten und grofiten Peak mit einer Molekiilmasse <~40 kDa
befand. Der relativ scharfe und symmetrische Aktivitits-Peak entspricht einer Molekiil-
masse von ~50 kDa. Wie die SDS-PAGE-Analyse in Abbildung 5.41A auf S.178 anschau-
lich belegt, wurden vom im DEAE-Pool vorhandenen Molekiilmassen-Spektrum die klei-
nen und groflen Proteine abgetrennt. Es wurden von 61 Mio. RFU nach der Gelfiltration
noch 37 Mio. RFU (61% der geladenen Aktivitit) wiedergefunden. Trotz des Aktivitdts-
verlustes von 39% wurde mit der Gelfiltration noch ein Reinigungsfaktor von ~9 erzielt.

Ungewdhnlicherweise zeigte das Gelatine-Aktivitdtsgel im Gelfiltrations-Pool eine pro-
teolytische Aktivitdt bei ~100 kDa (GF in Abbildung 5.41B), obwohl Proteine dieses Mas-
senbereichs eigentlich im AusschluBvolumen laufen und auch auf dem entsprechenden
Coomassie-Gel (GF in Abbildung 5.41A) nicht mehr vorhanden waren. Zwei mdgliche Er-
klarungen sind, da3 die 100 kDa-Protease eine so langgestreckte Form besitzt, dal sie wie
50 kDa durch die Gelfiltration lduft oder daf3 die 100 kDa-Protease nach der Gelfiltration
neugebildet wurde, also mit einer monomeren Form im Gleichgewicht steht. Fiir letzteres
spricht die Tatsache, dal} jeweils Proben mit etwa gleicher Aktivitit gegen das fluorogene
Substrat (100.000 RFU) auf das Gelatine-Aktivitéitsgel geladen wurden und die Verdau-
ungshofe bei 100 kDa nach den drei Sdulen dhnliche Intensitdten haben (DEAE, GF und
HAP in Abbildung 5.41B). Das deutet darauf hin, daB3 die beiden Aktivitdten, die das fluo-
rogene Peptid spaltende und die Gelatinespaltende, korreliert sind. Es muf an dieser Stelle
noch angefiigt werden, dafl im Vorlauf, der die nicht in die Matrix eingewanderten grof3en
Molekiile mit einer Masse >70 kDa enthélt, keine proteolytische Aktivtit gegen das fluo-
rogene Peptid nachweisbar war. Das bedeutet aber, dafl die 100 kDa-Form iiber den Assay

mit dem fluorogenen Peptid nicht erfa3t und daher verloren wurde.
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Abbildung 5.38: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Gelfiltrations-Chromatographie
mit Superdex 75.

Der DEAE-Pool wurde auf das Injektionsvolumen von 2 mL einkonzentriert. Nach 40 mL Ausschluf3-
volumen wurde in 80 mL eluiert und Aliquots der gesammelten 2 mL-Fraktionen auf proteolytische
Aktivitit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC analysiert. A: As-Profil der Gelfiltration.
B: Aktivititsprofil der Gelfiltration. Die vereinigten Fraktionen 10-14 (rot markierter Bereich) ent-
hielten 61% der Ausgangsaktivitit.
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5.4.1.3 Hydroxyapatit-Chromatographie

Bei der Hydroxyapatit-Chromatographie erfolgt eine Auftrennung {iber verschiedene
ionische Wechselwirkungen mit den unterschiedlichen Bestandteilen (Ca®- , Phosphat-
und Hydroxid-lonen) des keramischen Hydroxyapatit. Wie der Vergleich von Elutions-
und Aktivitatsprofil in Abbildung 5.39 zeigt, hatte etwa 1/4 des Probenproteins nicht auf
der Séule gebunden und befand sich mit der proteolytische Aktivitdt in Durchlauf und
Wash, die anderen % des Proteins wurden gebunden und im Verlauf des Gradienten
eluiert. Wahrend sich die Sdule in den Vorversuchen mit ~85% wiedergewonnener Aktivi-
tit als brauchbar erwies, wurden im Reinigungsgang fiir die Sequenzierung nur ~19%
(7 von 37 Mio. RFU) wiedergefunden. Dadurch verschlechterten sich Ausbeute (11%) und
Anreicherungsfaktor (69,3%) dramatisch (siche Tabelle 5.11, S.177). Die Nativgel-Analy-
se zeigt im Hydroxyapatit-Pool (HAP) im Vergleich mit dem Gelfiltrations-Pool (GF) eine
deutlich reduzierte Gesamtproteinmenge (Abbildung 5.41A auf S.178, jeweils
100.000 RFU aufgetragene Aktivitdt in GF und HAP). Auf dem Gelatine-Aktivitétsgel
zeigt sich wie schon in DEAE- und Gelfiltrations-Pool eine proteolytische Aktivitéit bei
~100 kDa (HAP in Abbildung 5.41B). Die iliber Analyse des HAP-Pools mittels Fluores-
zenz-Aktivititsgel detektierte Bande bei ~50 kDa (HAP, Abbildung 5.41C) ist mit der ge-
reinigten Aktivitdt identisch. Eine der Gelatinespaltenden Aktivitit entsprechende Bande
bei 100 kDa war auf dem Fluoreszenz-Aktivititsgel nicht zu erkennen. Dies bestétigt die
bei Analyse der Gelfiltration gemachte Beobachtung, daf3 sich die 100 kDa-Form mit dem
fluorogenen Substrat nicht detektieren 14B3t. Wenn es sich bei der 100 kDa-Form um das
Dimer der bei 50 kDa detektierten Protease handelt, dann besitzt diese, wie das Fluores-
zenz-Aktivititsgel (sieche Abbildung 5.41C) zeigt, offenbar eine andere Substratspezifitit

als das Monomer.
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Abbildung 5.39: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Hydroxyapatit-Chromato-
graphie.

Der Gelfiltrations-Pool wurde entsalzt und auf den Startpuffer eingestellt. Die Probe wurde auf Hy-
droxyapatit-Siule geladen, bis zur Basislinie gewaschen und in 50 mL mit einem linearen Gradienten
von 10-400 mM KP; eluiert. Aliquots der Fraktionen wurden auf proteolytische Aktivitit gegen das
fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC analysiert. A: Ayg-Profil der Elution und Gradientenverlauf.
B: Aktivititsprofil der Hydroxyapatit-Chromatographie. Durchlauf und Wash (rot markierter Be-
reich) enthielten 11% der Ausgangsaktivitit und wurden vereinigt.
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5.4.1.4 MonoQ-Anionenaustausch-Chromatographie

Im Vergleich zu der zu Beginn verwendeten DEAE-Chromatographie, bindet das ver-
wendete quarterndre Ammonium-lon wegen der hoheren Ladungsdichte Anionen etwas
starker. Zusétzlich ist bei der MonoQ-Sédule durch Verwendung von 3 pm-Partikeln das
Auflosungsvermdgen erheblich verbessert. Proteine, die bei der DEAE-Chromatographie
in einem Peak eluiert wurden (Abbildung 5.37A), lieferten bei der MonoQ-Elution ein
komplexes Elutionsprofil (Abbildung 5.40A). Das entsprechende Aktivitatsprofil zeigt
einen scharfen und symmetrischen Peak (Abbildung 5.40B). Nach der MonoQ-Séule wur-
den 43% (3 von 7 Mio. RFU) der eingesetzten Aktivitit wiedergefunden. Die letztendliche
Ausbeute liber alle vier Sdulen betrug 4,8% bei einem Anreicherungsfaktor von 300 (siehe
Tabelle 5.11).

Die Analyse der MonoQ-Elution im Gelatine-Aktivititsgel zeigte Aktivititsbanden bei
~100 kDa in allen untersuchten Proben, allerdings in Fraktion 14 eine stirkere als in den
Fraktionen 15-17 (Fraktionen wurden vereinigt) und 18 (Abbildung 5.40D). Die Gelatine-
spaltende Aktivitit koeluierte mit der proteolytischen Aktivitdt gegen das fluorogene Sub-
strat Cbz-FR-AMC, allerdings war der Peak der Gelatine-spaltenden Protease geringfiigig
verschoben und lag bei Fraktion 14 (vgl. hierzu Abbildung 5.40B und 5.41D). Bei genaue-
rem Hinsehen war auf dem die MonoQ-Elution analysierenden Gelatine-Aktivititsgel zu-
sdtzlich ein schwacher Verdauungshof bei ~50 kDa zu erkennen. Unter den Versuchsbe-
dingungen des Gelatine-Aktivitdtsgels mit den Proben von DEAE-, Gelfiltrations- und Hy-
droxyapatit-Pool wurden diese Verdauungshofe nicht ausgebildet (siehe Abbildung
5.41B). Demzufolge zeigen Monomer und Dimer Gelatine-spaltende Aktivitét, aber nur
das Monomer proteolytische Aktivitdt gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC. Die
50 kDa-Gelatine-spaltende Aktivitit entspricht der Aktivitidt gegen das fluorogene Sub-
strat. Abbildung 5.41C zeigt den im 8%-Nativ-Gel aufgetrennten MonoQ-Pool mit den
beiden Peptidasen bei ~50 kDa und ~100 kDa, wobei die 100 kDa-Bande auf der Abbil-
dung kaum zu erkennen ist, auf dem Gel jedoch als schwache scharfe Bande vorhanden
war. Die auf dem Sequenziergel vorhandenen Proteinbanden mit einer Molekiilmasse
<30 kDa sind entweder durch das Ankonzentrieren wieder sichtbar geworden oder durch

proteolytischen Verdau in der Probe entstanden.
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Abbildung 5.40: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: MonoQ-Anionenaustausch-
Chromatographie.

Der Hydroxyapatit-Pool wurde auf den Startpuffer eingestellt und auf das Injektionsvolumen von
2 mL einkonzentriert. Die Probe wurde auf eine MonoQ-Séule geladen und mit einem linearen Gradi-
enten von 20-250 mM NaCl in 25 mL eluiert. Aliquots der 1 mL-Fraktion wurden auf proteolytische
Aktivitit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC analysiert. A: Aj-Profil der Elution. B: Akti-
vititsprofil der MonoQ-Elution. Die vereinigtenten Fraktionen 15-17 (rot markierter Bereich) ent-
hielten 4,8% der Ausgangsaktivitit.

Fiir Edman-Sequenzierung wurden die betreffenden Banden ausgeschnitten, jedoch lie-
ferte die eingesetzte Menge keine Sequenz-Informationen.

Die Reinigung iiber Sdulenchromatographie mit den fiir eine Protein-Reinigung rele-
vanten Parametern ,,spezifische Aktivitit®, ,,Ausbeute” und ,,Anreicherungsfaktor* ist in

Tabelle 5.11 zusammengefalt.
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Tabelle 5.11: Bilanzierung der Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase iiber Siulenchro-
matographie. Der Proteingehalt wurde mit Bradford-Assay und die Protease-Aktivitit mittels Fluo-
reszenz-Assay mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC bestimmt. Die Ausbeute bezieht sich auf
die Gesamtaktivitiit, der Anreicherungsfaktor auf die spezifische Aktivitiit.

Reinigungs- Gesamt- Gesamt-  Spezifische Ausbeute Anreicherungs-
schritt aktivitit protein Aktivitét faktor
Probe RFU mg RFU/mg %

nach Sonifizieren 75 Mio. 230 326000

nach Zentrifugation 63 Mio. 200 315000

Pellet 10 Mio. 30 333000

nach Filtration 63 Mio. 190 332000 100 1
DEAE-Durchlauf 50

DEAE-Pool 61 Mio. 15 4,1 Mio. 97 12,3
Gelfiltrations-Pool 37 Mio. 1 37 Mio. 59 111,5
Hxydroxyapatit-Pool 7 Mio. 0,3 23 Mio. 11 69,3
MonoQ-Pool 3 Mio. 0,03 100 Mio. 4,8 301,2
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Abbildung 5.41: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Nativ-PAGE-Analyse und Loka-
lisation der proteolytischen Aktivitit durch Aktivititsgel-Assays.

In A, B, C und D wurden 8%-Polyacrylamidgele ohne SDS verwendet; die Gele B und D enthielten
zusitzlich 0,05% Gelatine als Protease-Substrat und wurden zur Ausbildung der Verdauungshofe
24 h bei 30°C inkubiert. A und B: Von DEAE-, Gelfiltrations- (GF) und Hydroxyapatit-Pool (HAP)
wurden Proben mit etwa 100.000 RFU geladen. C: Es wurden 630.000 RFU (HAP-Pool) bzw.
2,6. Mio. RFU (MonoQ-Pool) geladen. D: Vom MonoQ-Pool (Fr. 15-17) wurden 400.000 RFU geladen.
Die Fr. 14 und 18 wurden einkonzentriert und aufgetragen. A: Die Abnahme der Proteinmengen im
Reinigungsverlauf dokumentiert den Anstieg der spezifischen Aktivitiit. B: Alle 3 Proben zeigen Gela-
tinespaltende Aktivitiit bei ~100 kDa. C und D: Die den proteolytischen Aktivititen entsprechenden
Banden bei ~50 bzw. ~100 kDa sind markiert. C: Proteolytische Aktivitiit gegen das fluorogene Sub-
strat Cbz-FR-AMC im HAP-Pool (HAP) und Nativ-PAGE des MonoQ-Pools fiir die Edman-Sequen-
zierung (MonoQ). D: Die MonoQ-Fraktionen zeigen Gelatine-spaltende Aktivititen bei ~50 kDa
(schwach) und ~100 kDa (stark). Fraktion 14 der MonoQ-Elution zeigt eine stirkere Gelatine-spalten-
de Aktivitit bei 100 kDa als der MonoQ-Pool (Fr. 15-17) und Fr. 18. Die angegebenen RFU beziehen
sich auf die proteolytische Aktivitiit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC.
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5.4.2 Im Durchlauf der Amicon-Ultrafiltration ist ein Aktivator nachweisbar

Im Rahmen der Experimente mit unterschiedlichen Saulenmaterialien zeigte sich, daf3
unter Hochsalzbedingungen auf der Benzamidin-Saule dramatische Aktivititsverluste auf-
traten. Dieser zundchst unerklarliche Befund, denn Benzamidin-Sepharose gilt als Sdulen-
matrix mit Affinitét zu vielen Serin- und Cystein-Peptidasen, war der AnlaB fiir weiterge-
hende Untersuchungen.

Zunichst lag es nahe, zu untersuchen, ob der Aktivitatsverlust durch das Abtrennen ei-
nes beteiligten unbekannten Faktors verursacht wurde. Hierzu wurden Glyoxysomen-Pré-
parationen in der beschriebenen Weise aufbereitet (Abschnitt 4.2.2.3) und die Probe an-
schlieBend zunichst iiber DEAE-Sdule angereinigt, dann nach dem Vereinigen der Haupt-
aktivitdt, Ankonzentrieren und einstellen auf 500 mM NaCl auf die Benzamidin-Affini-
titssdule geladen und im Salzgradienten bis 2 M NaCl eluiert (siche Abbildung 5.42). In
den vereinigten Fraktionen der Benzamidin-Elution lieB sich nur noch 10%
(238.000 RFU) der auf die Sdule geladenen Aktivitit (2.370.000 RFU) nachweisen (Abbil-
dung 5.43: Sdulen 1 und 2 im Vergleich). Nach Entsalzung der Probe liber NAP25-Séule
war die Gesamtaktivitit jedoch wieder um den Faktor 3,8 erhoht (910.200 RFU), also bei
38% der geladenen Aktivitit (Abbildung 5.43, Sdule 3). Nach Zugabe des Amicon-Durch-
laufs aus der Ankonzentrierung des DEAE-Pools erhdhte sich die Aktivitdt nochmals um
den Faktor 2,3 (2.130.000 RFU), was 90% der Ausgangsaktivitit entsprach (Abbildung
5.43, Sdule 4a). NaCl in hoher Konzentration hat in diesem Fall offensichtlich zwei Effek-
te, zum einen hemmt es die Proteolyse, was durch den Anstieg der Aktivitit nach Entsal-
zung gezeigt wurde. Andererseits bewirkt es das Abdissoziieren des Aktivators von der
Protease. Es ist allgemein bekannt, da3 Salz Protein-Interaktionen verhindert. Dieses Prin-
zip findet z.B. Anwendung beim Waschen von Western-Blots oder beim Einsatz im Gelfil-
trationspuffer, um Wechselwirkungen mit der Sdulenmatrix zu unterbinden. Da die Probe
fiir Benzamidin-Sdule zum Beladen auf einen Salzgehalt von 500 mM eingestellt wurde,
konnte unter diesen Bedingungen der Wascheffekt eingetreten und der Aktivator von der
Protease weg ins Solvens abdissoziiert sein. Moglicherweise handelt es sich bei dem Akti-
vator um ein oder mehrere Proteine, die an eine Protein-Interaktions-Doméne der Protease
binden und dadurch die Aktivitdt der Protease steigern oder liberhaupt erst ermoglichen.

Auch die Zugabe von DEAE- und Benzamidin-Durchlauf zur entsalzten Probe bewirkte
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eine Aktivitdtserhdhung um den Faktor 1,47 bzw. 1,24 (Abbildung 5.43, Saulen 4b bzw.
4c). Folglich muB3 sich der Aktivator oder die Aktivatoren auch unter den glyoxysomalen

Matrixproteinen des DEAE-Durchlaufs (Tabelle 5.11, ~25% des Gesamtproteins) befin-

den.
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Abbildung 5.42: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Benzamidin-Affinititschromato-
graphie.

Die Glyoxysomen-Probe wurde iiber DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie gereinigt, die verei-
nigte Aktivitit einkonzentriert, mit Puffer A auf S00 mM NaCl eingestellt, auf die Benzamidinsiule
geladen und bis zum Erreichen der Basislinie gewaschen. Die Elution erfolgte im linearen Gradienten
von 500 mM-2 M NaCl iiber 50 mL, die gesammelten 1 mL-Fraktionen wurden auf proteolytische Ak-
tivitit gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC analysiert. A: Ays-Profil der Elution und Verlauf
des NaCl-Gradienten. B: Aktivititsprofil der Benzamidin-Elution. Die Hauptaktivitit (Fr. 18-37) wur-
de vereinigt (rot markierter Bereich).
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Abbildung 5.43: Wiederherstellung der durch Benzamidin-Séule verlorenen proteolytischen Aktivitit
durch Entsalzung und Zugabe eines Aktivators.

Die Siulen reprisentieren die Aktivititen: (1) vor Beladung der Benzamidin-Siule (2.370.000 RFU),
(2) nach Benzamidin-Elution (238.000 RFU), (3) nach Entsalzung von (2) (910.200 RFU), (4a) nach
Zugabe des Amicon-Durchlaufs der Aufkonzentrierung des DEAE-Pools zu (3) (2.130.000 RFU),
(4b) nach Zugabe von DEAE-Ladedurchlauf zu (3) (1.327.375 RFU) und (4¢) nach Zugabe von Benz-
amidin-Ladedurchlauf zu (3) (1.122.375 RFU). Die Mef3werte wurden dreifach bestimmt und die Stan-
dardabweichungen eingezeichnet. Die angegebenen RFU beziehen sich auf die proteolytischer Aktivi-
tit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC.

5.4.2.1 Bestindigkeit des Aktivators

Um ndheren Aufschluf} iiber die Beschaffenheit des Aktivators zu erhalten, wurde der
Amicon-Durchlauf (AD) von der Ankonzentrierung des DEAE-Pools unterschiedlichen
Behandlungen unterzogen, ndmlich (1) in der Speedvac fiinffach ankonzentriert, (2) 20min
gekocht sowie (3) 2h bei pH 2 hydrolysiert und anschlieBend als Additiv im in-vitro-Pro-
tease-Assay mit dem Konzentrat des DEAE-Pools als GPP-haltige Probe getestet. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 5.44 zusammengefaf3t. Die Zugabe von AD steigert die Aktivi-
tit der GPP um 31% (Abbildung 5.44, Séulen 1 und 2 im Vergleich). Dal} die Zugabe des
5-fach konzentrierten AD die Aktivitit der Protease um 49% anhebt (Abbildung 5.44,
Saule 3), 1aBt vermuten, dal die verfiigbaren Protein-Interaktionsbereiche durch den un-

konzentrierten AD nicht abgeséttigt waren. Der Aktivator im AD zeigte sich widerstands-
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fahig gegen Erhitzung unter neutralen Bedingungen (10 mM Tris pH 7,4), denn die Aktivi-
tat der GPP war etwas geringer als mit unerhitzen AD, wurde aber immer noch um 23%
angehoben (Abbildung 5.44, Saule 4). Durch zweistiindiges Kochen der mit Phosphorsiu-
re auf pH 2 angesduerten Probe wurde der Aktivator unwirksam und hydrolysiert. Inter-
essanterweise zeigte sich nach Zugabe des hydrolysierten Ansatzes im Assay ein negativer
Effekt auf die proteolytische Aktivitét: die Aktivitdt fiel auf 82% der urspriinglichen Akti-
vitdt (Abbildung 5.44, Sdule 5). Dieser Befund wurde durch dreimalige Wiederholung des

Experiments bestétigt, kann aber nicht erklart werden.
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Abbildung 5.44: Bestindigkeit des Aktivators der Glyoxysomalen Processing Peptidase.

Der den Aktivator enthaltende Amicon-Durchlauf (AD) von der Ankonzentrierung des DEAE-Pools
(DPK) wurde in der Speedvac eingetrocknet, dann mit 1/5 des urspriinglichen Volumens wieder auf-
genommen, also 5-fach konzentriert (ADsykonz), 20 min bei 95°C erhitzt (ADgekocht) und 2 h in H;POy4 im
kochenden Wasserbad hydrolysiert (ADuyaronysiert). AnschlieBend wurden die Ansétze als Additive mit
dem Konzentrat des DEAE-Pools (DPK) im in-vitro Protease-Assay mit dem fluorogenen Substrat
Cbz-FR-AMC getestet.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal} es sich bei dem ,,Aktivator® wahrscheinlich
um kleine Proteine handelt, da (1) der AD durch Ultrafiltration mit 10 kDa-Membran ge-
wonnen wurde und (2) der Effekt nach Hydrolyse verschwindet. Da der ,,Aktivator* stabil
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gegen Erhitzung ist, ist es wahrscheinlich, daf3 es sich beim ,,Aktivator” um denaturierte
Proteine handelt, die die proteolytische Aktivitit der GPP stimulieren. Unter in-vitro-Be-

dingungen konnen denaturierte Proteine durch Oxidation entstehen.

5.4.2.2 Die Korrelation von Fluoreszenz-Aktivititsgel-Assay und Western-Blot mit
anti-A7Deg15-Peptid-Antikorper identifiziert die Glyoxysomale
Processing Peptidase als Degl5-Peptidase

Im Arabidopsis-Genom wurden Sequenzen fiir drei peroxisomale Peptidasen gefunden
(Reumann et al., 2004): (1) eine Lon-Protease, (2) eine Zn-Metallopeptidase vom Pitrily-
sin-Typ und (3) eine Deg-Peptidase. Nachdem eine prozessierende Funktion fiir h6hermo-
lekulare Vorstufen von peroxisomalen Matrix-Proteinen fiir die Lon-Protease (de Walque
et al., 2002) und die Metallopeptidase (Authier et al., 1995) ausgeschlossen werden konn-
te, kam von den drei zur Disposition stehenden Peptidasen in Peroxisomen nur noch die
Deg-Peptidase als Glyoxysomale Processing Peptidase in Frage. Gliicklicherweise wurde
uns von Prof. Dr. I. Adamska von der Universitdt Konstanz, die mit ihrer Arbeitsgruppe
Deg-Peptidasen in Arabidopsis bearbeitet, ein anti-AfDegl5-Peptid-Antikorper, der gegen
das 15 Aminosduren lange Fragment ETTEAAVHPGGSGGAYV aus dem Sequenzbereich
um das katalytische Serin gerichtet ist, zur Verfiigung gestellt.

Die durch Benzamidin-Elution erhaltene Probe wurde nach Entsalzen und Einkonzen-
trieren auf ein natives Polyacrylamidgel geladen und iiber Fluoreszenz-Aktivitétsgel-Assay
(Abbildung 5.45, Bahn 2) und nachfolgendem Western-blot mit dem anti-4¢Degl5-Peptid-
Antikorper analysiert (Abbildung 5.45, Bahn 3). Das Aktivitétsgel zeigt eine fluoreszieren-
de Bande bei ~50 kDa. Eine dem 100 kDa-Dimer (siche Abschnitt 5.4.1, Abbildung 5.41,
S.178) entsprechende Bande konnte auf dem Fluoreszenz-Aktivititsgel nicht detektiert
werden. Die Aktivitidtsbande ist identisch mit dem vom anti-4fDegl5-Peptid-Antikorper
erkannten Protein, wodurch belegt wurde, dal3 es sich bei der GPP um die zur glyoxyso-
malen Degl5-Peptidase in Arabidopsis-Glyoxysomen homologe Degl5-Protease aus Was-
sermelonen-Glyoxysomen handelt. Ein dem 100 kDa-Dimer entsprechendes Antikorpersi-
gnal konnte auf dem Western-blot nicht detektiert werden, was jedoch an einer fiir die De-

tektion zu geringen Menge gelegen haben konnte (Abbildung 5.41 , Bahn 3).
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Abbildung 5.45: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Aktivititsgel-Assay mit dem
Protease-Substrat Cbz-FR-AMC und Western-blot-Analyse mit dem anti-4rDeg15-Antikorper.

Die Glyoxysomen-Probe wurde iiber DEAE-Anionenaustausch- und Benzamidin-Affinity-Chromato-
graphie gereinigt, entsalzt und ankonzentriert. Es wurden 360.000 RFU geladen und iiber native
8%-PAGE aufgetrennt. Die Glyoxysomale Processing Peptidase wurde mittels Aktivititsgel-Assay mit
dem fluorogenen Protease-Substrat Cbz-FR-AMC (2) und nachfolgenden Western-blot mit dem anti-
AtfDegl5-Antikorper, anti-Rabbit-HRP-Sekundirantikorper und Immunochemoluminiszenz detek-
tiert (3). (1): Molekiilmassenstandard. (2) und (3): Die im Aktivititsgel-Assay detektierte proteolyti-
sche Aktivitit liegt bei 50 kDa (2) und entspricht dem mit dem anti-4rDeg15-Peptid-Antikorper detek-
tierten Signal (3). (4): Mit anti-Biotin-HRP-Antikorper detektierter biotinylierter Molekiilmassen-
standard. Unter gleichen Bedingungen zeigten die beiden verwendeten Protein-Grofienstandards (1)
und (4) geringfiigige Laufunterschiede.
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5.4.3 Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase iiber DEAE-
Anionenaustausch-Chromatographie, priparative native Sephadex-IEF und

2-D-PAGE

Aufgrund der hohen Aktivitdtsverluste bei der Reinigung der Glyoxysomalen Proces-
sing Peptidase tiber Sdulenchromatographie (Abschnitt 5.4.1, sieche Tabelle 5.11) erschien
es notwendig, einen alternativen Ansatz zur Reinigung der GPP/Degl5 zu erarbeiten. Der
erste Schritt, die Anreicherung tiber DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie war effi-
zient und wurde beibehalten. Aufgrund der geringen Aktivitdtsverluste kann man davon
ausgehen, dafl 50 kDa- und 100 kDa-Form tiiber die Anionenaustausch-Siule koeluieren
und dadurch gleichermallen gewonnen werden.

In Zusammenarbeit mit Dipl.-Biologe Carsten Liick vom Fachgebiet fiir Proteomik un-
ter Leitung von Frau Prof. Dr. A. Gorg wurde eine Reinigung iiber préparative native iso-
elektrische Fokussierung im Sephadex-Flachbett und 2-D-Elektrophorese etabliert. Die
von Gorg und Mitarbeitern beschriebene priparative Sephadex-Flachbett-Fokussierung
unter denaturierenden Bedingungen (Gorg et al., 2002) wurde, um die Wiederfindung der
Aktivitat zu gewihrleisten, entsprechend den Erfordernissen modifiziert und ohne Einsatz
von Detergenzien durchgefiihrt. In Vorversuchen zeigte sich, da3 in Gegenwart von Deter-
genzien keine proteolytische Aktivitat detektierbar ist. Der Triger aus Plastikfolie und auf-
geklebten Isolierstreifen (Gorg et al., 2002) lieferte unbefriedigende Fokussierungsresulta-
te und wurde durch eine selbstentworfene Tragerkonstruktion ersetzt. Der Triger wurde
vom Feinmechanikermeister Josef Reischenbeck aus der Werkstatt des Lehrstuhls fiir Bo-
tanik aus dem solvensbestindigen und elastischen Material Polycarbonat gefraf3t (Abbil-
dung 5.46).

Fiir die priparative native isoelektrische Fokussierung im Sephadex-Flachbett (Sepha-
dex-IEF) wurde die iiber DEAE-Sdule vorgereinigte Probe entsalzt, einkonzentriert und
mit der Sephadex-Matrix, den Immobilinen und den farbigen pI-Markern (Slais und Friedl,
1995; Stastna et al., 2005) vermischt im Flachbett aufgetragen und im elektrischen Feld
aufgetrennt. Die Elution der ausgehobenen Fraktionen lieferte einen Aktivitdtspeak im pl-
Bereich von 4,7 bis 5,2. Weitere Aktivititspeaks waren im untersuchten pH-Bereich von

3-10 nicht nachweisbar (Abbildung 5.47).
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Abbildung 5.46: Apparatur fiir die priparative native isoelektrische Fokussierung im Sephadex-
Flachbett. Abgebildet ist der Triger fiir fiinf Sephadex-Bahnen mit der Aufnahme fiir Anode und
Kathode mit Rahmen auf der temperierbaren Keramik-Platte.
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Abbildung 5.47: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Bestimmung des pI-Wertes
nach priparativer nativer Sephadex-IEF.

Die Glyoxysomen-Probe wurde iiber DEAE-Siiule vorgereinigt und der ankonzentrierte DEAE-Pool
mit der Sephadex-Matrix vermischt. Im Anschlul an die Fokussierung wurde das Sephadex-Bett
durch Ausheben der eingezeichneten Bereiche fraktioniert. Die Fraktionen wurden eluiert und auf
proteolytische Aktivitit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC analysiert. Der pl der Peptidase
lag unter nativen Bedingungen zwischen 4,7 und 5,2.

5.4.3.1 Analyse des Reinigungsverlaufs der Glyoxysomalen Processing

Peptidase/Deg15 mittels Gelatine-Aktivititsgel

Wie schon im Rahmen der Sdulenchromatographie wurden zur Dokumentation des Rei-
nigungsverlaufes die wichtigen Reinigungsstufen mittels Gelatine-Aktivitatsgel analysiert.
In erster Linie sollte geklart werden, ob die mit der 50 kDa-GPP/Degl5 koeluierende Akti-
vitdt bei 100 kDa, das vermutliche Dimer der 50 kDa-Peptidase, auch hier nachzuweisen
ist. Es wurden Glyoxysomen-Probe, DEAE-Pool und Sephadex-IEF-Eluat untersucht. Im
Unterschied zu den Gelatine-Aktivitdtsgelen, die im Rahmen der Reinigung iiber Siulen-
Chromatographie angefertigt wurden (siche Abbildung 5.41A und B) wurde das Gel in
Abbildung 5.48 zur Ausbildung der Verdauungshéfe bei 45°C, dem Temperatur-Optimum
der GPP/Degl5-Peptidase (siche Abschnitt 5.4.4.4), inkubiert.
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Wihrend bei den im Rahmen der Sdulenchromatographie angefertigten Gelatine-Akti-
vitdtsgelen mit Inkubation bei 30°C der 100 kDa-Verdauungshof deutlich stirker ausge-
pragt war als derjenige bei 50 kDa (siehe Abbildung 5.41D), haben sich bei diesem Expe-
riment die Verhéltnisse umgekehrt. Die bei 50 kDa detektierte Aktivitdt ist deutlich stérker
als die bei 100 kDa. Hierbei kann es sich um einen durch Unterschiede bei der Préparation
bedingten Effekt oder um einen Temperatureffekt handeln. Die Glyoxysomen-Probe und
der DEAE-Pool zeigen beide eine starke Verdauungsbande bei 50 kDa und eine schwache
bei 100 kDa. Fiir die zwei folgenden Proben wurde ein Teil des DEAE-Pools mit einer
100 kDa-Ultrafiltrationseinheit in eine Fraktion >100 kDa und in eine Fraktion <100 kDa
aufgetrennt. Beide Fraktionen wurden sofort mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC
auf Aktivitit kontrolliert und die Aktivitdt befand sich vollstidndig in der Fraktion ,,DEAE
<100 kDa*; in der Fraktion ,,DEAE >100 kDa* war dagegen im sensitiven Fluoreszenz-
Assay keine Aktivitdt zu messen. Interessanterweise zeigt die Fraktion ,,DEAE <100 kDa”
auf dem Gelatine-Aktivitdtsgel jedoch wieder das gleiche Muster wie die zwei ersten Pro-
ben, eine schwache Bande bei 100 kDa und eine deutlich stirkere bei 50 kDa. Das stimmt
mit dem Befund aus Abschnitt 5.4.1 (siche Abbildung 5.41, S.178) iiberein, dal} beide For-
men miteinander im Gleichgewicht stehen und daf} sich die dimere 100 kDa-Form aus der
monomeren 50 kDa-Form nachbildet (Abbildung 5.48, “DEAE <100 kDa”). Untermauert
wird das eben beschriebene durch die Fraktion “DEAE >100 kDa”; auch hier taucht die ei-
gentlich iiber Ultrafiltration abgetrennte 50 kDa-Form wieder auf und ist deutlich stérker
ausgeprigt als die 100 kDa-Bande. Letztere war nur sehr schwach und ist auf der Abbil-
dung kaum zu erkennen (Abbildung 5.48, ,,DEAE >100 kDa*). Im Sephadex-IEF-Eluat
sind auch wieder beide Verdauungshofe bei 50 kDa und 100 kDa mit dem Intensititsver-

hiltnis wie bei den vorderen drei Proben deutlich zu erkennen (Abbildung 5.48, ,,Seph®).
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Abbildung 5.48: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase: Lokalisation der proteolytischen
Aktivitit im Gelatine-Aktivititsgel.

Glyoxysomen wurden mittels DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie und priparativer nativer
Sephadex-IEF gereinigt. Mit einem 8%-Polyacrylamidgel ohne SDS und mit 0,05% einpolymerisierter
Gelatine als Protease-Substrat wurden (1) Glyoxysomen (Glyox) (2) DEAE-Pool-Konzentrat (DEAE),
mit 100 kDa-Ultrafiltrationseinheit in eine Fraktion (3) <100 kDa und (4) >100 kDa aufgetrenntes
DEAE-Pool-Konzentrat und (5) Sephadex-IEF-Eluat (Seph) analysiert. Die in (3) und (4) fraktionierte
Probe enthielt die gleiche Aktivitit gegen das fluorogene Substrat wie (2). Nach dem Riickfalten der
Proteine wurde das Gel 30 h bei 45°C inkubiert und anschliefend zum Sichtbarmachen der Verdau-
ungshofe mit Coomassie gefirbt. Die Positionen der Verdauungshofe bei 50 kDa und 100 kDa sind
markiert.

5.4.3.2 Durch die Korrelation von 2-D-Gel und 2-D-Western-Blot mit anti-4fDeg15-
Peptid-Antikorper konnten Molekiilmasse und pl der Glyoxysomalen Pro-

cessing Peptidase/Deg15 bestimmt werden.

Durch die Korrelation des GPP-Spots auf dem 2-D-Gel mit einem 2-D-Western-Blot
mit anti-4/Degl5-Peptid-Antikorper sollte die bereits in Abschnitt 5.4.2.2 nachgewiesene
Identitdt von GPP und Degl5 untermauert werden und zusétzlich Molekiilmasse und pl
unter denaturierenden Bedingungen exakt bestimmt werden. Dies ist vor allem fiir die spa-
tere Auffindung der Peptidase auf einem zweidimensionalen Sequenziergel notwendig, da
durch Kenntnis dieser beiden Parameter die Lage des Spots auf dem 2-D-Gel eindeutig
festgelegt ist. Bei der bisher verwendeten eindimensionalen Polyacrylamid-Elektrophorese
unter semi-nativen Bedingungen entfalten Proteine nur unvollstindig und laufen demzu-
folge schneller, was eine geringere Molekiilmasse zur Folge hat. Der pl der aktiven
GPP/Degl5 wurde bereits durch préparative native Sephadex-IEF nidherungsweise zu etwa

4,7-5,2 bestimmt (siche Abbildung 5.47, S.187). Nach vollstindiger Entfaltung des Prote-
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ins werden allerdings alle Ladungen exponiert, was in der Regel zu einem pl-Shift fiihrt.
Die durch préparative native Sephadex-IEF gewonnene Probe wurde einkonzentriert,
mit Detergens vermischt, in zwei Aliquots aufgeteilt und die Proteine jeweils iiber isoelek-
trische Fokussierung im immobilisierten pH-Gradienten 4-7 (IPG-IEF) nach pl aufge-
trennt. Fiir die elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach Molekiilmasse wurden
die IPG-Streifen auf 13%-SDS-Polyacrylamidgele montiert. Ein Gel wurde mit Silbernitrat
gefarbt (Abbildung 5.49A), vom anderen der pH-Bereich 4,5-6,25 ausgeschnitten (einge-
rahmter Bereich in Abbildung 5.49A) und iiber 2-D-Western-Blot mit dem anti-AtDegl5-
Peptid-Antikérper analysiert (Abbildung 5.49B). Die 2-D-Western-Blot-Analyse lieferte
im untersuchten Bereich nur ein Signal. Durch Uberlagerung von 2-D-Gel und 2-D-Wes-
tern-Blot (Abbildung 5.49C) konnte der detektierten Degl5 eindeutig der entsprechende
Spot auf dem Silbergel zugeordnet werden. In der ndheren Umgebung befanden sich keine
weiteren Spots mit vergleichbarer Form und Intensitit. Die Degl5 aus Wassermelonen-
Glyoxysomen besitzt somit einen pl von 5,25 und unter reduzierenden Bedingungen eine
tatsdchliche Molekiilmasse von ~72 kDa. Die gefundene Molekiilmasse entspricht in etwa
dem fiir die glyoxysomale Degl5-Peptidase in Arabidopsis (At1g28320) anhand der Ami-
nosdure-Sequenz errechneten Wert von 76 kDa (Reumann et al., 2004). Dal3 die Degl5
auf den nativen Gelen mit ~50 kDa lief (siche Abbildung 5.41C und 5.45), hatte seine Ur-

sache in der unvollstindigen Entfaltung der nicht aufgekochten Probe.

Nichste Seite:

Abbildung 5.49: Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase/DeglS: 2-D-PAGE- und
2-D-Western-blot-Analyse mit dem anti-4fDeg15-Peptid-Antikorper.

Die Glyoxysomen-Probe wurde iiber DEAE-Siiule angereinigt, der DEAE-Pool konzentriert und iiber
priparative native Sephadex-IEF (Gorg er al, 2002) und 2-D mit IPG-IEF pH4-7 und
13%-SDS-PAGE gereinigt. Der 2-D-Western-blot erfolgte mit anti-47rDegl5-Peptid-Antikorper,
anti-Rabbit-HRP-Sekundirantikérper und Immunochemoluminiszenz. A: 2-D-PAGE und Silberfér-
bung. B: 2-D-Western-blot-Analyse des in (A) markierten Bereichs von pH 4,5 bis 6,25. C: Uberlage-
rung von (A) und (B): Identifizierung des Degl5-Spots durch Korrelation von 2-D-PAGE und
2-D-Western-Blot (erstellt mit Photoshop 7.0). Das Signal in (B) und (C) ist jeweils durch einen Pfeil
hervorgehoben. Der der GPP/Degl5 zuzuordnende Spot entspricht einer Masse von ~72 kDa und ei-
nem pl von 5,25.
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Als Zusammenfassung der beiden dargestellten Reinigungskonzepte kann festgestellt
werden, daf3 die identischen 50 kDa-Banden auf dem Nativ- und Fluoreszenz-Aktivitétsgel
der 72 kDa-GPP/Degl5 entsprechen. Dies konnte (1) durch Vergleich von MonoQ-Elution
und Fluoreszenz-Aktivititsgel (Abbildung 5.41C), sowie Fluoreszenz-Aktivitdtsgel und
Western-Blot-Analyse mit dem anti-AtDegl5-Peptid-Antikorper (Abbildung 5.45) und
(2) durch Uberlagerung von 2-D-Western-blot mit dem anti-AfDegl5-Peptid-Antikdrper
und 2-D-Gel (Abbildung 5.49) gezeigt werden. Durch die Fraktionierung der GPP-haltigen
Probe mittels Ultrafiltration konnte belegt werden, daB die 50 kDa-Form mit der
100 kDa-Form im Gleichgewicht steht (Abbildung 5.48); bei den beiden Formen handelt
es sich um Monomer und Dimer desselben Proteins, der GPP/Degl5. Da die tatséchliche
Molekiilmasse unter reduzierenden Bedingungen auf dem 2-D-Gel auf etwa 72 kDa be-
stimmt wurde (Abbildung 5.49), resultiert daraus fiir das Dimer eine tatsdchliche Masse
von 144 kDa. Da das Dimer der GPP/Degl5 mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC
nicht detektiert werden konnte, ist eine unterschiedliche Substratspezifitdt der beiden For-

men wahrscheinlich.

5.4.4 Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15

5.4.4.1 Die Untersuchung der Spaltspezifitit der Glyoxysomalen Processing
Peptidase/Deg1S mit synthetischen Peptiden erbrachte eine Spezifitit fir
Substrate mit Cys an P1 oder P2

Peptidasen zeigen oft eine charakteristische Spezifitdt hinsichtlich der von ihnen ver-
dauten Substrate. Die bekannten glyoxysomalen Matrixproteine mit einem PTS2 im abzu-
spaltenden N-terminalen Propeptid besitzen ein Cystein an P1 und P2 relativ zur Spaltstel-
le (siehe Tabelle 3.1, S.41). Um den Funktionsnachweis fiir die Spaltspezifitit der gerei-
nigten GPP/Degl5 zu erbringen, wurden von der Arbeitsgruppe Dr. Arnold vom Laborato-
rium fiir Molekulare Biologie am Genzentrum der LMU fluorogene Peptide synthetisiert,
die vorhergesagte Spaltstellen von bekannten, glyoxysomal prozessierten Proteinen enthal-
ten. Ausgewihlt wurden hierfiir die drei folgenden Enzyme: Glyoxysomale Citrat-Syntha-
se, Glyoxysomale Malatdehydrogenase und Thiolase. In Anlehnung an die von Nishimura
und Mitarbeitern bei der hohermolekularen Vorstufe der glyoxysomalen Citrat-Synthase

aus Cucurbita gemachten Beobachtung, dal ein Cystein in Nachbarschaft zur Spaltstelle
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fiir die Prozessierung essentiell ist (Kato et al., 1996), wurde ein Kontrollpeptid &hnlich
der Thiolase synthetisiert, bei dem das Cys an P1 durch Glycin ersetzt wurde (T-C/G; sie-
he Tabelle 5.12). Fiir die Untersuchung der Spaltspezifitdt wurde die Probe {iber DEAE-
Saule und Sephadex-IEF gereinigt und mittels 5 kDa-Ultrafiltration von Peptiden befreit.
Fiir den in-vitro-Assay wurden die synthetischen Peptide mit der GPP/Degl5-haltigen
Probe inkubiert.

Tabelle 5.12: Fluorogene Peptide fiir den Funktionsnachweis der GPP/Degl5.

Die drei peroxisomalen Enzyme werden cytosolisch mit N-terminalem Propeptid synthetisiert und in
den Glyoxysomen zu den reifen Enzymen prozessiert. Die Peptide decken den Bereich um die vorher-
gesagte Spaltstelle ab (]) und enthalten den in-vivo gefundenen N-Terminus des reifen Proteins.

fluorogenes Peptid Sequenz M, [Da]
gCS-Peptid Abz-EAHCV |[SAQTM-(NO,)Y-D 1518,6
gMDH-Peptid Abz-RANCR | AKGGA-(NO,)Y-D 1445.5
T-Peptid Abz-SASVC|AAGDS-(NO,)Y-D 1309,3
T-C/G-Peptid (neg. Kontr.) Abz-SASVG | AAGDS-(NO,)Y-D 1263,2

Tabelle 5.13: Spaltung von synthetischen Peptiden mit vorhergesagten Spaltstellen von glyoxysomal
prozessierten Proteinen durch die GPP/Degl5.

Im 200 pL-Ansatz wurde jeweils 10 nmol Peptid mit GPP/Degl5-haltiger Probe (67.000 RFU) 3 h bei
24°C inkubiert. Die authentische Spaltstelle ist mit einen schwarzen Pfeil (|) markiert. Durch Edman-
Sequenzierung der Spaltprodukte wurden die im Assay generierten Peptide analysiert und die ermit-
telten Spaltstellen im Peptid durch rote Doppelstriche (||) markiert. Die negative Kontrolle
T-C/G-Peptid wurde nicht gespalten. In allen Ansétzen wurde das Peptid EGHAFEEXdn (X) gefun-
den. In Kontrollansitzen ohne Enzym waren keine Spaltprodukte nachweisbar. gCS, glyoxysomale
Citrat-Synthase; gMDH, glyoxysomale Malatdehydrogenase; T, Thiolase; T-C/G, Kontrollpeptid fiir
Thiolase; Abz = Amino-Benzoyl, Donor-Gruppe; Y* = Nitro-Tyrosin, Akzeptor-Gruppe.

Peptid Sequenz Spaltprodukte

gCS Abz-EAHCV |SAQ|| TMY*D Abz-EAH... + TMY*D + X

gMDH Abz-R | ANCR| || AK || G| GAY*D Abz-RANCR + ANCR + AKG + GGAY*D
+GAY*D + X

T Abz-SASVC| || AA|GDSY*D Abz-SASV. + AAGDS + GDSY*D + X

T-C/G Abz-SASVGAAGDSY*D X

Furin-Sub-  Abz-RVKR||GLAY*D GLAY*D + X

strat
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Die Analyse der Spaltprodukte erfolgte durch Edman-Sequenzierung und nachfolgende
Massenspektroskopie. Das gCS-Peptid wurde in Nachbarschaft zum Cys gespalten, jedoch
nicht an der authentischen Spaltstelle mit Cys an P2, sondern zwischen GIn (P1) und
Thr (P1'). Dieses Spaltungsmuster konnte auf die in-vitro-Bedingungen zuriickzufiihren
sein. Das gMDH-Peptid wurde an vier Positionen gespalten, darunter auch an der vorher-
gesagten Stelle hinter Arg (P1) und Cys (P2). Eine weiteres Spaltprodukt wies ebenfalls
Arg an P1 auf, besall jedoch an P2 kein Cys, sondern die Abz-Gruppe. Die anderen zwei
Spaltstellen lagen zwischen dem ebenfalls basischen Rest Lys (P1) und Gly (P1') bzw.
Gly (P1) und Gly (P1'"). Das Thiolase-Peptid wurde an zwei Positionen gespalten, darunter
auch an der vorhergesagten Position hinter Cys (P1) und Val (P2). Die andere Spaltstelle
liegt hinter zwei Ala (P1 und P2). Das gT-C/G-Kontrollpeptid wurde nicht gespalten, be-
merkenswerterweise auch nicht hinter Ala. Das Peptid Abz-RVKRGLAY*D, ein Substrat
fiir die Proprotein-Convertase Furin, die die Spaltspezifitit (R/K)-X,~(R/K) (mit n = 0; 2)
besitzt, wurde hinter Arg (P1) und Lys (P2) gespalten.

Die GPP/Degl5 zeigte auch die fiir Trypsin-artige Serin-Peptidasen beschriebene
Spaltspezifitit mit Arg an P1 (Barrett et al., 2004). Im Zusammenhang mit den nicht-au-
thentischen Spaltungen ist zu beachten, da3 es sich bei der GPP/Degl5-Probe um ein Ge-
misch von Monomer und Dimer handelt, wobei beide Formen wahrscheinlich unterschied-
liche Substratspezifitit besitzen. Da nur das Monomer mit dem fluorogenen Substrat
Cbz-FR-AMC detektierbar ist, konnten die nicht-authentischen Spaltungen auf das Mono-
mer, die authentischen Spaltungen in Nachbarschaft zum Cys dagegen auf das Dimer zu-
riickzufiihren sein. Des weiteren mull in Erwédgung gezogen werden, da3 neben der Peptid-
sequenz fiinf Reste N- und C-terminal von der Spaltstelle weiter entfernt gelegene Berei-

che eines Substrates Einflu3 auf die Prozessierung haben.

5.4.4.2 Das pH-Optimum der proteolytischen Aktivitit der Glyoxysomalen
Processing Peptidase/Deg15 liegt im basischen Bereich

Die pH-Abhéngigkeit der proteolytischen Aktivitit erlaubt moglicherweise Riickschliis-
se auf das natiirliche Milieu einer Protease. So ist flir Proteasen in lytischen Kompartimen-
ten, wie z.B. die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitete Ricinus CysEP in Ricinosomen oder
die Cathepsine in Sduger-Lysosomen, ein pH-Optimum im sauren Bereich typisch (Barrett

et al., 2004), wohingegen cytosolische Proteasen ihr pH-Optimum in der Regel im neutra-
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len pH-Bereich haben. Uber das Milieu in den Glyoxysomen liegen keine eindeutigen Be-
funde vor. Was das glyoxysomale/peroxisomale Milieu vom Cytoplasma deutlich unter-
scheidet, ist die potentielle oxidative Belastung durch H,O, und andere reaktive Sauer-
stoffspezies, die im Normalfall allerdings schnell durch Enzyme wie Katalase und Super-
oxid-Dismutase entgiftet werden.

Die pH-Abhédngigkeit der GPP/Degl5 im konzentrierten DEAE-Pool wurde mit drei
unterschiedlichen Puffern im pH-Bereich von 4,5 bis 9,0 untersucht, ndmlich mit Acetat-
Puffer von pH 4,5 bis 5,5, MES-Puffer von pH 5,5 bis 6,5 und Tris-Puffer von pH 7,0 bis
9,0. Im diesem Bereich zeigt die Aktivitit einen linearen Verlauf mit niedriger Aktivitét
im sauren Bereich und hoher Aktivitit im basischen Bereich. Die mit den drei verschiede-
nen Puffern ermittelten Aktivititen liegen auf einer Geraden, sodall man davon ausgehen
kann, daB keine Puffer-Effekte vorliegen (Abbildung 5.50). Um den intrinsischen Zerfall
des Substrates im untersuchten pH-Bereich zu ermitteln, wurde als Kontrolle bei jedem
gemessenen pH-Wert der Blindwert mit 90 uLL Substrat im Puffer mit 10 uL DEAE-Puf-
fer A bestimmt und vom erhaltenen Bruttowert subtrahiert. Allerdings war die intrinsische
Fluoreszenz iiber den Bereich pH 4,5 bis 9 gleichbleibend niedrig (Daten nicht gezeigt).

Bei Verwendung von Phosphat-Puffer zeigt die pH-Abhéngigkeit der GPP/Degl5 einen
leicht sigmoiden Verlauf mit niedriger Aktivitdt im sauren Bereich, einem nahezu linearen
Anstieg von pH 5,5 bis pH 7,5 und einem Plateau-artigen Optimum von pH 8 bis pH 9.
Die beiden MefBreihen mit DEAE-Pool und Sephadex-1EF-Eluat zeigen den gleichen Kur-
venverlauf, was ein Indiz dafiir ist, daB3 iber den Assay nur eine Peptidase erfalit wird (Ab-

bildung 5.51).
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Abbildung 5.50: pH-Abhiingigkeit der proteolytischen Aktivitit der Glyoxysomalen Processing Pepti-
dase/Degl5 in Acetat-, MES- und Tris-Puffer.

10 pL. Protease-haltige Probe (DEAE-Pool-Konzentrat) wurde zum Start der Reaktion mit 1,6 nmol
des fluorogenen Substrates Cbz-FR-AMC in 90 pL. 500 mM Acetat-Puffer (pH 4,5; 5,0; 5,5),
250 mM MES-Puffer (pH 5,5; 6,0; 6,5) und 500 mM-Tris-Puffer (pH 7,0; 7,5; 8,0; 8,5; 9,0) versetzt
und bei RT inkubiert. Nach 30 min wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Als Kontrolle wur-
de bei jedem pH-Wert der Blindwert mit 90 pL. Substrat im Puffer mit 10 pI. DEAE-Puffer A be-
stimmt und vom erhaltenen Bruttowert subtrahiert. Die Mefiwerte wurden vierfach bestimmt und die
Standardabweichungen eingezeichnet.
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Abbildung 5.51: pH-Abhéingigkeit der proteolytischen Aktivitit der Glyoxysomalen Processing Pepti-
dase/Degl5 in Phosphat-Puffer.

Fiir den Assay wurden 10 pL. Protease-haltige Probe (DEAE-Pool-Konzentrat bzw. Sephadex-IEF-
Eluat) mit 1,6 nmol des fluorogenen Substrates Cbz-FR-AMC in 90 pL. 50 mM NaP;-Puffer des ent-
sprechenden pH-Wertes (von pH 4,5 bis 9,0 in 0,5 pH-Schritten) versetzt und bei RT inkubiert.
Nach 30 min wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Die Kontrolle wurde wie im vorherigen
Versuch (siehe Abbildung 5.50) bestimmt. Die MeBlwerte wurden vierfach bestimmt und die Standard-
abweichungen eingezeichnet.
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5.4.4.3 Phosphat-Puffer erhohte die proteolytische Aktivitit der Glyoxysomalen
Processing Peptidase/Degl5

Im vorherigen Abschnitt wurde mit verschiedenen Puffern gezeigt, daB3 die GPP/Degl5
niedrige Aktivitidt im sauren Bereich, ihr Aktivitits-Optimum dagegen im basischen Be-
reich besitzt. Bei einem direkten Vergleich der mit Tris-Puffer einerseits und NaP;-Puffer
andrerseits gemessenen Aktivitdten stellte sich heraus, daB Aktivititen im Tris-Puffer
durchgingig nur etwa halb so hoch waren, wie die im NaP-Puffer. Abbildung 5.52 zeigt
exemplarisch die mit NaP;-Puffer und Tris-Puffer bei pH 8,5 bestimmte proteolytische Ak-
tivitdt im Vergleich. Der durch Phosphat-Puffer hervorgerufene Effekt ist hochstwahr-
scheinlich auf die Ausfillung von Ca-lonen zu unlslichem Cas(PO,), zuriickzufiihren.
Diese Annahme wird durch den Befund erhirtet, dal der Chelatbildner EDTA ebenfalls
einen aktivierenden Effekt ausiibt (sieche Abbildung 5.56, S.205): EDTA erhohte die pro-
teolytische Aktivitdt des DEAE-Pools um das 2,5-fache und die des Sephadex-IEF-Eluats
um das 1,6-fache. Die Ursache liegt in der Eigenschaft des EDTA, als Chelator zweiwerti-
ge Metall-lonen zu binden. Wahrend EDTA eine ganze Reihe von zweiwertigen Metallio-
nen zu komplexieren vermag, beschriankt sich der Effekt der Phosphat-lonen allein auf
Ca’'-Ionen, die aufgrund des niedrigen Loslichkeitsproduktes des Cas;(PO,), dem Ansatz
entzogen und ausgefillt werden. Intrazellulir ist Ca®>" ein wichtiger sekundirer Botenstoff,
sowie funktioneller Bestandteil der Calmoduline, das sind Ca**-abhingige regulatorische
Proteine (Yang und Poovaiah, 2003). Calmodulin wurde auch in Glyoxysomen nachge-
wiesen (Yang und Poovaiah, 2002) und konnte ebenfalls fiir die Funktion und Regulation
der GPP relevant sein. Eine weitere Gruppe von Processing Peptidasen, die Proprotein-
Convertasen, enthilt Ca*"-Ionen als essentiellen Bestandteil (siche Abschnitt 3.5.1). Da die
GPP/Degl5 als Gemisch von Monomer und Dimer im Gleichgewicht vorliegt (Abschnitt
5.4.3.1, Abbildung 5.48, S.189), kénnte unter dem EinfluB der beiden Ca**-entziehenden
Agenzien EDTA und Phosphat eine Verlagerung des Gleichgewichtes zum Monomer hin

erfolgen.
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Abbildung 5.52: Einflufl von Phosphat- und Tris-Puffer auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxyso-
malen Processing Peptidase/Degl5.

Fiir den Assay wurden 10 pL Protease-haltige Probe (DEAE-Pool) mit 1,6 nmol des fluorogenen Sub-
strates Cbz-FR-AMC in 90 pL. 50 mM NaP;- bzw. 20 mM Tris-Puffer pH 8,5 versetzt und bei RT in-
kubiert. Nach 30 min wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Die MeBwerte wurden dreifach
bestimmt und die Standardabweichungen eingezeichnet.

5.4.4.4 Das Temperatur-Optimum der proteolytischen Aktivitit der Glyoxysomalen
Processing Peptidase/Degl5 liegt bei 45°C

Die Temperaturbei der eine Protease bevorzugt aktiv ist, erlaubt u.U. Riickschliisse auf
die biologische Funktion. So findet man unter den Deg-Peptidasen sehr viele Hitzeschock-
proteine, wie z.B. E. coli DegP (Lipinska ef al., 1990). Die GPP/Degl5 zeigt fiir eukaryon-
tische Enzyme eine ungewohnliche Temperaturabhéngigkeit der proteolytischen Aktivitit.
Sie besitzt ein Temperatur-Optimum bei einer unphysiologisch hohen Temperatur von
45°C (Abbildung 5.53). Die Temperatur-Abhéngigkeit steigt von 25°C bis 45°C weitge-
hend linear an. Das Temperatur-Optimum reicht von 40°C bis 50°C. Dariiber hinaus fallt
die proteolytische Aktivitdt bis 60°C steil ab. Bei noch hoheren Temperaturen ist keine
Proteolyse mehr nachzuweisen. Auch nach Wiederabkiihlen auf Raumtemperatur stellte
sich innerhalb von 2 h keine proteolytische Aktivitdt mehr ein (die Ergebnisse sind nicht

gezeigt), so dal man von einer irreversiblen Schadigung ab 60°C ausgehen muf.
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Abbildung 5.53: Temperatur-Abhéingigkeit der proteolytischen Aktivitit der Glyoxysomalen Proces-
sing Peptidase/Degl5.

20 pL Protease-haltige Probe (DEAE-Pool-Konzentrat) wurde 30 min bei der entsprechenden Tempe-
ratur vorinkubiert, zum Start der Reaktion mit 1,6nmol des fluorogenen Substrates Cbz-FR-AMC in
80 uLL 50 mM NaPi-Puffer pH 7,4 versetzt und weiterinkubiert. Nach 30 min wurde die akkumulierte
Fluoreszenz gemessen. Als Kontrolle wurde bei jeder Temperaturstufe der intrinsische temperaturbe-
dingte Zerfall des Substrates bestimmt (rote Linie) und vom erhaltenen Bruttowert der Proteolyse
subtrahiert, sodafl die blaue Linie den bereinigten Temperaturverlauf der Proteolyse wiedergibt. Die
MefBwerte wurden vierfach bestimmt und die Standardabweichungen eingezeichnet.

Interessanterweise wurde nach Inkubationen bei erhdhten Temperaturen beobachtet,
dal3 die proteolytische Aktivitdt nach dem Wiederabkiihlen auf Raumtemperatur gegen-
iiber dem 30°C-Ansatz stark verringert war. Dies konnte auf konkurrierende Substrate wie

hitzedenaturierte Proteine zuriickzufiihren sein, die das fluorogene Substrat verdriangen.

5.4.4.5 Einige ausgewiihlte Proteine zeigen einen aktivierenden Einflufl auf die

proteolytische Aktivitit der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15

Da im erhitzten Amicon-Durchlauf und auch im DEAE-Durchlauf, der eine Vielzahl
von glyoxysomalen Matrixproteinen enthélt, eine Aktivatorfunktion nachgewiesen wurde
(siche Abbildung 5.43), ist es wahrscheinlich, da3 denaturierte Proteine, wie sie unter in-
vitro-Bedingungen immer auftreten, diesen Effekt ausiiben. Ein Aktivator kdnnte seinen
EinfluB iiber Bindung an eine Protein-Interaktionsdoméne der GPP/Degl5 entfalten.

Fiir den Versuch wurden die Standardproteine B-Casein, Magermilchpulver und BSA
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neben dem schon bekannten Amicon-Durchlauf als Additive im Protease-Assay mit dem
fluorogenen Peptid Cbz-FR-AMC getestet. Da das Temperatur-Optimum der GPP bei
45°C liegt, wurde das Experiment bei 30°C und 45°C durchgefiihrt. Zudem erfolgt bei
45°C eine weitere Denaturierung der Testproteine.

Alle drei Testproteine waren in der Lage, die proteolytische Aktivitdt der GPP/Degl5
zu steigern und zwar bei 45°C mehr als doppelt so stark wie bei 30°C. Bei 30°C hatten
Magermilchpulver (+90%) und B-Casein (+79%) hatten einen stirkeren Effekt als der na-
tiirliche Aktivator (+53%), BSA wirkte etwas schwicher (+32%) (Abbildung 5.54).

Proteolytische Aktivitit [%]

DPK +Amicon-DIf +1% B-Casein +1% MMP + 1% BSA

Probe

H30°C W45°C

Abbildung 5.54: Einflufl verschiedener Proteinlosungen auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxyso-
malen Processing Peptidase/Degl5.

Fiir den Assay wurden 10 pL. Protease-haltiger Losung (DEAE-Pool-Konzentrat) mit 10 pL. Amicon-
Durchlauf bzw. den Proteinen B-Casein, Magermilchpulver und Rinderserum-Albumin (BSA) in je-
weils 1%iger Losung 5 min bei 30°C und 45°C inkubiert, zum Start der Reaktion mit 1,6 nmol des
fluorogenen Substrates Cbz-FR-AMC in 80 pL. 50 mM NaPi-Puffer pH 7,4 versetzt und weiter inku-
biert. Nach 30 min wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Die MefSwerte wurden vierfach be-
stimmt und die Standardabweichungen eingezeichnet.
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5.4.4.6 Einige ausgewihlte Cofaktoren zeigen keinen Einflul3 auf die proteolytische

Aktivitit der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15

Einige Gruppen von Peptidasen sind von Cofaktoren abhingig. Die Metallopeptidasen
besitzen ein Zink-Bindungsmotiv, mit dem das Metallatom komplexiert wird, das fiir die
enzymatische Reaktion essentiell ist. In vielen Féllen kann das Zink-Ion durch andere
zweiwertige Metall-Ionen funktionell ersetzt werden. Bei einer weitere Gruppe von Pepti-
dasen, der z.B. auch die Lon-Protease angehort, ist die Funktion von der ATP-Spaltung ab-
hingig. Bei diesen Vorgéngen ist die Freisetzung des ADP in der Regel der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt, weshalb die Zugabe von ADP unter Umstinden hemmend wir-

ken kann (Botos et al., 2004a). ATP ist funktionell immer mit dem Mg”"-Ion gekoppelt.
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Abbildung 5.55: Einflufl von Cofaktoren auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxysomalen Proces-
sing Peptidase/Degl5.

Gezeigt ist der EinfluB von ZnCl, und MnCl, (jeweils 100 nM), sowie Mg*+ATP, Mg*+ADP und
NADH (jeweils 100 pM) auf die Protease-Aktivitiit gegen das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC. Die
MeBwerte wurden dreifach bestimmt und die Standardabweichungen eingezeichnet.
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Aus diesem Grunde wurden die genannten Cofaktoren, sowie das verbreitete Redukti-
onsdquivalent NADH auf ihren moglichen EinfluBl auf die proteolytische Aktivitdt unter-
sucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.55 zusammengefallt. Die sechs untersuchten
Faktoren Zn*", Mn®", Mg®", ATP, ADP und NADH hatten im in-vitro-Assay keinen signifi-
kanten Effekt auf die Aktivitit. Der fehlende EinfluB von ATP und Zn®" bestitigt die Be-
funde, dal es sich bei der ATP-abhingigen Lon-Protease (de Walque et al., 2002) bzw.
der Zn-Metallopeptidase (Authier et al., 1995) nicht um die Glyoxysomale Processing
Peptidase handelt.

5.4.4.7 Der EinfluBl von Inhibitoren auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxy-

somalen Processing Peptidase/Deg15

Die Klassifikation einer Protease wird durch den Einsatz von gruppenspezifischen Inhi-
bitoren ermdglicht (Barrett et al., 2004). PMSF gilt als gruppenspezifisches Reagenz fiir
das katalytische Serin von Serin-Proteasen. Die bakteriellen Peptidaldehyde Antipain,
Leupeptin und Chymostatin wurden zur kovalenten Hemmung vieler Serin- und Cystein-
Peptidasen eingesetzt. Es handelt sich um Analoga des Ubergangszustandes fiir Serin- und
Cystein-Peptidasen, die Aldehydgruppen bilden extrem stabile Hemiacetale mit dem reak-
tiven Nucleophil (Thompson, 1973). Die Chloromethylketone, die kovalent mit dem kata-
lytischen Histidin bzw. Cystein reagieren, sind kovalente Hemmer vieler Serin- und Cys-
tein-Peptidasen. Benzamidin und dessen Derivat p-Amino-Benzamidin hemmen ebenfalls
viele Serin- und Cystein-Peptidasen, allerdings kompetitiv, weshalb sie auch, an eine Ma-
trix gekoppelt, bei der Affinititsreinigung eingesetzt werden. Aspartat-Proteasen werden
spezifisch durch den bakteriellen Inhibitor Pepstatin A gehemmt. Die Cystatine sind Poly-
peptide und hemmen Cystein-Peptidasen; sie kommen natiirlicherweise in vielen Organis-
men vor. Das am besten bekannte Cystatin ist das aus Hiihner-Eiweill mit einer Polypep-
tidkette von 108 Aminoséuren und einer charakteristischen Struktur aus einem fiinfstrangi-
gen B-Faltblatt und einer a-Helix (Dieckmann et al., 1993). Metallopeptidasen werden
durch Chelatoren wie EDTA gehemmt, die der Protease das fiir die Funktion essentielle
zweiwertige Kation entziehen. Die genannten Inhibitoren wurden auf ihre mdgliche
Hemmwirkung auf die iber DEAE-Sdule und priparative native Sephadex-IEF angerei-

cherte GPP/Degl5-Probe untersucht (Abbildung 5.56 ).
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Bei fast allen verwendeten Inhibitoren bieten DEAE-Pool und Sephadex-IEF-Eluat ein
qualitativ dhnliches Bild. Antipain ([1-Carboxy-2-Phenylethyl]-Carbamoyl-L-Arg-L-Val-
Argininal), ein Inhibitor der Cystein-Peptidase Papain und der Serin-Peptidase Trypsin
hemmte die GPP vollstindig. Anndhernd gleich gute Hemmwirkung zeigte der Chlorome-
thylketon (CMK)-Inhibitor TLCK (Tosyl-Lys-CMK). Geringfiigig schwécher (95% Hem-
mung) war die inhibitorische Wirkung des Peptidaldehyds Leupeptin (Propionyl-L-Leu-
L-Leu-Argininal) und des CMK-Inhibitors H-D-Pro-Phe-Arg-CMK. Der CMK-Inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-CMK zeigte noch eine gute Hemmwirkung (80%), wogegen TPCK
(Tosyl-Phe-Chloromethylketon) eine schlechte Hemmwirkung (etwa 25%) aufwies. Die
gemeinsamen Merkmale der gegeniiber der GPP/Degl5 effizienten Inhibitoren sind ein ba-
sischer Rest an P1 und ein hydrophober oder unpolarer Rest an P2: ®-R/K| (® steht fiir
hydrophobe und unpolare Reste). Durch Austausch von Lys an P1 (TLCK) durch
Phe (TPCK) sinkt die inhibitorische Wirkung von 95% auf ~20% .

Die kompetitiven Inhibitoren Benzamidin und p-Amino-Benzamidin hemmten beide
nur mifig (etwa 50%). Der gegen Aminopeptidasen wirkende Inhibitor Bestatin (3-Ami-
no-2-Hydroxy-4-Phenylbutanoyl-L-Leu) zeigte eine médfig hemmende Wirkung auf den
DEAE-Pool, keine dagegen im Sephadex-Eluat. Chymostatin (N-{[1-Carboxy-2-Phenyl-
ethyl]-Carbamoyl }-a-[2-Iminohexahydro-4-Pyrimidyl]-L-Gly-L-Leu-Phenylalaninal, daf
die Serin-Peptidase Chymotrypsin inhibiert, hatte keinen Effekt auf die proteolytische Ak-
tivitdt. Ebenfalls keine inhibitorische Wirkung hatte Pepstatin A (Isovaleryl-L-Val-L-Val-
AHMHA-L-Ala-AHMHA, AHMHA = 4-Amino-3-Hydroxy-6-Methylheptanoic Acid).
Bemerkenswerterweise hatte der gidngige Serin-Peptidasen- und Papain-Inhibitor PMSF
(Phenylmethylsulphonylfluorid) keinerlei hemmende Wirkung.

Ungewdhnlich sind die aktivierenden Einfliisse von EDTA und Cystatin. Bei dem Inhi-
bitor Cystatin aus Hithner-Eiweil3 handelt es sich um ein 12 kDa-Protein, da3 ebenso wie
die Proteine im Amicon-Durchlauf oder BSA, Magermichpulver und B-Casein (siche Ab-
bildung 5.54) einen aktivierenden EinfluB} ausiiben konnte. Auf den aktivititssteigernden
Effekt des EDTA, der in Verbindung mit dem zweiwertigen Metallion Ca*" steht, wurde

bereits in Abschnitt 5.4.3.3 eingegangen.
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Abbildung 5.56: Einflul von Protease-Inhibitoren auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxysomalen

Processing Peptidase/Degl15.

Die iiber DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie (DEAE-Pool) und native priparative Sephadex-
IEF gereinigte proteolytische Aktivitit (Basiswert; siche Abschnitt 3.4.4) gegen das fluorogene Sub-
strat Cbz-FR-AMC wurde mit den Inhibitor-belasteten Proben verglichen. Die Inhibitoren (fiir De-
tails siehe Tabelle 4.3, S. 107) wurden vor der Messung 1 h mit der Probe inkubiert. 30 min nach Sub-
stratzugabe wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Die Meflwerte wurden vierfach bestimmt

und die Standardabweichungen eingezeichnet.

5.4.4.8 Die Glyoxysomale Processing Peptidase/Degl5 zeigt in-vitro bei 45°C

starke proteolytische Aktivitit gegeniiber glyoxysomalen Matrix-Proteinen

Da sich die GPP/Degl5 mit dem fluorogenen Peptid Cbz-FR-AMC, einem Substrat fiir
viele Serin- und Cystein-Peptidasen mit Spezifitit fiir Arg an P1 detektieren 148t, lag es
nahe, zu untersuchen, ob von der GPP/Degl5 auch glyoxysomale Matrixproteine degra-
diert werden. Da im DEAE-Pool der angereinigten Protease noch reichlich Matrixproteine
enthalten sind, muflte dieser lediglich inkubiert und anschliefend {iber SDS-PAGE analy-
siert werden. Fiir den Versuch wurden Proben bei 30°C, sowie beim Temperatur-Optimum
von 45°C inkubiert und fiir die SDS-PAGE-Analyse bei Reaktionsbeginn, nach 1 h, 2 h,
4 h, 8 h und 24 h Aliquots entnommen.
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Abbildung 5.57: SDS-PAGE-Analyse des Verdaus von glyoxysomalen Matrixproteinen durch die
Glyoxysomale Processing Peptidase/Degl5 bei 30°C und 45°C im Vergleich.

DEAE-Pool wurde bei (A) 30°C und (B) 45°C inkubiert. Bei Reaktionsbeginn sowie nach 1 h, 2 h, 4 h,
8h und 24 h wurden 30 pL. Aliquots entnommen, mit SDS-Probenpuffer aufgekocht und mit
17,5%-SDS-PAGE und Silberfirbung analysiert.

Wie die zwei SDS-Gele in Abbildung 5.57 zeigen, erfolgte in-vitro bei 30°C nur ein
schwacher Abbau der glyoxysomalen Matrix-Proteine, bei 45°C, einer Temperatur, bei der
eukaryotische Proteine in der Regel denaturieren, dagegen eine massive Degradation der
Proteine. Diese Affinitdit der GPP/Degl5 zu einer Vielzahl von glyoxysomalen
Matrixproteinen und deren Abbau zu kleinen Spaltprodukten steht im Widerspruch zu der
im Rahmen der Prozessierung von héhermolekularen Vorstufen erforderlichen limitierten
Endoproteolyse, die mit den spezifischen fluorogenen Peptiden fiir die GPP/Degl5 (siehe
Abschnitt 5.4.3.1) nachgewiesen wurde. Dieser Befund stiitzt die Annahme, daB die
beiden miteinander im Gleichgewicht stehenden Formen der GPP/Degl5 - das 72 kDa-
Monomer und das 144 kDa-Dimer - unterschiedliche Funktionen und Substratspezifititen
haben. Dem 72 kDa-Monomer mit der Affinitit fiir das fluorogene Substrat Cbz-FR-AMC
kommt eindeutig eine degradierende Funktion fiir denaturierte Proteine mit der
Spaltspezifitit ®-R/K| (O steht fiir hydrophobe und unpolare Reste); damit muf es sich
um eine ,,Degrading-Peptidase” handeln. Die fiir das Gemisch beider Formen im
Sephadex-Eluat (siche Abbildung 5.48) mit spezifischen fluorogenen Peptiden
nachgewiesene Spaltspezifitdt mit Cys an P1 oder P2 (X-C| bzw. C-X|; siehe Tabelle

5.13), die der limitierten Endoproteolyse durch die Glyoxysomale Processing Peptidase
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entspricht, geht sehr wahrscheinlich auf das 144 kDa-Dimer zuriick, da nur schwer
vorstellbar ist, dal ein und dieselbe Protease beide sehr unterschiedlichen
Substratspezifitidten und Eigenschaften in sich vereint.

Die anfanglich gehegte Vorstellung, die Inkubation bei 45°C in eine Reinigungsstrate-
gie einzubinden, wurde verworfen, nachdem sich herausstellte, daB3 die nach 24h noch
nachweisbare Aktivitdt gegen das fluorogene Peptid Cbz-FR-AMC bei 30°C 35% und bei
45°C nur noch 12% der urspriinglichen Aktivitit betrug.

5.4.4.9 Die Dimerisierung der Glyoxysomale Processing Peptidase/Degl5 ist von

Ca**-Ionen abhiingig

Es wurde mehrfach gezeigt, dall die GPP/Degl5 in zwei Formen vorliegt, einem Mono-
mer und einem Dimer, die in-vitro miteinander im Gleichgewicht stehen. Es gibt Hinweise
das es sich beim Monomer mit der Substratspezifitit ®-R/K| um eine ,,Degrading-Pepti-
dase* und beim Dimer um die Glyoxysomale Processing Peptidase mit der Substratspezi-
fitdt X-C|/C-X| handelt. Da nur das Monomer proteolytische Aktivitdt gegen das fluoro-
gene Substrat Cbz-FR-AMC zeigt, konnten iiber das normale Mal3 hinausgehende Aktivi-
titsverluste im Verlauf der Reinigung auf eine Verdnderung der Gleichgewichtslage hin
zum nicht detektierten Dimer zurlickgehen. Da ein signifikanter Aktivititsanstieg durch
EDTA und Phosphat-lonen als Additiv im in-vitro-Assay erfolgte (siehe Abschnitte
5.4.3.3 und 5.4.3.7), aber nach der Hydroxyapatitsdule gravierende Aktivititsverluste be-
obachtet wurden (sieche Abschnitt 5.4.3.1 und Tabelle 5.11), liegt der Schlul3 nahe, daB3 die
Dimerisierung der Degl15 in Gegenwart von Ca**-lonen erfolgt. Aus diesem Grunde wurde
der EinfluB von Ca**-Ionen auf die proteolytische Aktivitit des Monomers untersucht. Die
GPP/Degl5-haltige Probe war der iiber Ultrafiltration ankonzentrierte DEAE-Pool. EDTA
fiihrte, wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, zu einer signifikanten Aktivitéts-
erh6hung (siche Abbildung 5.56, S.205), die unter den gegebenen Versuchsbedingungen
36% betrug (Abbildung 5.58, Siule 2). Durch Zugabe von Ca*"-Ionen in Form von gelds-
tem CaCl, zur Probe war kein wesentlicher Aktivitdtsabfall zu beobachten (93%; Séule 3).
Die Situation @nderte sich allerdings dramatisch, als die Probe zunichst wie vorher 10 min
mit EDTA und anschlieBend 10 min mit Ca*-Ionen im vierfachen UberschuB inkubiert

wurde: Die Aktivitit fiel auf 22% ab (Abbildung 5.58, Siule 4).
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Abbildung 5.58: Einflul von EDTA und Ca*-Ionen auf die proteolytische Aktivitit der Glyoxysoma-
len Processing Peptidase/Degl5.

Die iiber DEAE-Siule gereinigte und iiber Ultrafiltration ankonzentrierte proteolytische Aktivitit
(DPK; 100%) wurde (1) 10 min mit 6,25 mM EDTA, (2) 10 min mit 25 mM Ca*" und (3) 10 min mit
6,25 mM EDTA und anschlieBend 10 min mit 25 mM Ca?* inkubiert. 30 min nach Zugabe des fluoro-
genen Substrats Cbz-FR-AMC wurde die akkumulierte Fluoreszenz gemessen. Die MefSiwerte wurden
dreifach bestimmt und die Standardabweichungen eingezeichnet.

Damit ist gezeigt, daB die Dimerisierung tatsichlich Ca*"-abhingig ist, jedoch hatten
Ca*"-Ionen moglicherweise erst nach Konditionierung durch voriibergehende Bindung an
das chelatbildende EDTA die Fihigkeit zur Dimerisierung. Eine andere denkbare Erkla-
rung, wire eine Besetzung der fiir die Dimerisierung notwendigen Positionen am Mono-
mer durch andere divalente Kationen als Ca**. Diese miiten fiir die Ca**-abhingige Dime-
risierung zuerst durch EDTA vom Monomer extrahiert werden.

AbschlieBend diirfte damit auch der nach Hydroxyapatit-Siule beobachtete Aktivitits-
verlust (siche Abschnitt 5.4.1.3 und Tabelle 5.11, S.177) geklirt sein. Von diesem Ca*'-
haltigen Sdulenmaterial ist bekannt, dal3 es je nach Pufferbedingungen mehr oder weniger
Ca*"-Ionen freisetzt und daB Chelatbildner wie EDTA der Siulenmatrix Ca**-Ionen entzie-

hen (Tiselius ef al., 1956). Auf der Hydroxyapatit-Sdule war demnach ~80% (30 Mio. von
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37 Mio. RFU) der auf die Sdule geladenen GPP/Degl5 unter Ca**-Einflu dimerisiert und
mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC nicht mehr nachweisbar. Unbekannt ist, wie
sich durch die Dimerisierung die Affinitidt der GPP/Degl5 zur Sdulenmatrix dndert; mogli-
cherweise bindet ein Ca’*-haltiges Dimer an die Matrix und wird dadurch vom Monomer

abgetrennt.
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6. Diskussion

6.1 Peptidasen mit C-terminalem KDEL

Die keimenden Samen von Ricinus communis waren ab den 60er Jahren des 20. Jahr-
hunderts haufiges Objekt fiir die Untersuchung der Fettmobilisierung und den daran betei-
ligten Glyoxysomen (Beevers, 1979). In diesem Zusammenhang hatte bereits Vigil (1970)
darauf hingewiesen, dafl bei der Isolation von Organellen durch Ultrazentrifugation im
Saccharose-Dichtegradienten zusammen mit den Glyoxysomen eine weitere Organellen-
spezies gleicher Grofe angereichert wird, die aus dem ER hervorgeht. Da diese "Dilated
cisternae" bis dato nur in keimenden Ricinus-Samen gefunden worden waren, bezeichne-
ten Mollenhauer und Totten (1970) sie als Ricinosomen. Ricinosomen lieBen sich seiner-
zeit biochemisch mangels Markerenzym nicht charakterisieren und gerieten deshalb in
Vergessenheit, bis sie von Gietl und Mitarbeitern wiederentdeckt wurden (Schmid et al.,
1998). Die untersuchte Proform Cystein-Endopeptidase aus Ricinus mit KDEL-Terminus
wurde als Markerenzym fiir Ricinosomen identifiziert. Urspriinglich wurde die Ricinus-
CysEP fiir eine Glyoxysomale Processing Peptidase gehalten, da sie die Proform der
glyoxysomalen Malatdehydrogenase zur reifen Form prozessierte (Gietl et al., 1997).
Durch Spreizung des Saccharose-Dichtegradienten gelang es, Ricinosomen, die sich zwi-
schen 57 und 65% Saccharose anreichern, und Glyoxysomen, die sich zwischen 52 und
57% Saccharose anreichern, priparativ voneinander zu trennen und damit deren Zusam-
mensetzung biochemisch zu analysieren. Die Ricinosomen mit der darin enthaltenen Pro-
form der CysEP wurden als ein fiir den Programmierten Zelltod bedeutsames lytisches
Kompartiment erkannt (Schmid et al., 1998). Ricinosomen sind nicht nur im absterbenden
Ricinus-Endosperm nach Abschluf3 der Mobilisierung des Speicherproteins und Speicher-
fetts vorhanden; sie wurden auch in reifenden Ricinus-Samen und in seneszierenden Peta-
len von Hemerocallis tiber Immunolokalisation mit dem Ricinus CysEP-Antikdrper gefun-
den (Schmid ef al., 1999). Beim Nucellus des reifenden Ricinus-Samens, beim Endosperm
des Ricinus-Keimlings und den welkenden Hemerocallis-Petalen (Panavas et al., 1998)
handelt es sich zweifelsfrei um sich auflosende und kollabierende Gewebe. Die Frage war
nun, ob Ricinosomen - da deren Auftreten offenbar nicht auf Ricinus beschriankt ist - ubi-

quitdre Organellen in den PCD durchlaufenden Pflanzenzellen sind.
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Uber Datenbankrecherche wurden weitere zur Ricinus CysEP hochhomologe Papain-ar-
tige Cystein-Endopeptidasen mit KDEL-Terminus in Pflanzen, jedoch nicht bei Tieren
und Hefen gefunden (Gietl und Schmid, 2001; sieche Abbildung 6.1). Die Kotyledonen der
epigdisch keimenden Vigna mungo ergriinen nicht und fallen nach der Speichermobilisie-
rung ab, sind also ein seneszierendes Gewebe. Allerdings wird die darin vorkommende
Cystein-Endopeptidase (SH-EP) mit C-terminalem KDEL-Signal als transiente Proform
vom ER unter Umgehung des Golgi-Apparates in Transportvesikeln (KV) zu den Protein-
speichervakuolen (PSV) transportiert und ist dort nach Reifung als 33 kDa SH-EP an der
Mobilisierung von Speicherproteinen beteiligt. Eine Beteiligung am PCD wurde nicht be-
richtet (Akasofu et al.,1989; Toyooka et. al., 2000; Okamoto et al., 2001). Eine Cystein-
Endopeptidase (EP-C1) wurde in Schoten von Phaseolus vulgaris gefunden. Die Schoten
speichern zunéchst Protein, das dann im weiteren Verlauf der Samenreifung wieder mobi-
lisiert wird; die freigesetzten Aminosduren werden in die reifenden Samen transferiert und
die Schotenwand verholzt und stirbt ab (Tanaka ef al., 1993). Im dulleren Integument der
sich entwickelnden Samen der Orchidee Phalaenopsis wird eine Cystein-Endopeptidase
(O141) mit RDEL-Terminus exprimiert (Nadeau ef al., 1996) und in unbefruchteten Ova-
rien von Pisum sativum wird im Verlaufe der Seneszenz eine KDEL-Peptidase (TPE4A)
induziert (Cercos et al., 1999). In Kotyledonen von Vicia sativa wurde die Papain-artige
Proteinase A erst am Tag sechs nach der Keimung gefunden, wenn der grofite Teil der
Speicherglobuline bereits abgebaut ist, aber nicht zu Beginn der Speicherprotein-Mobili-
sierung. Hier besteht eine Analogie zur Ricinus CysEP, die als Proform in den Ricinoso-
men der seneszierenden Kotyledonen ab Tag flinf nachweisbar war (Schmid et al., 1999).
Die Cystein-Endopeptidase EP-A aus Gerste ist bei der Keimung an der Mobilisierung der
Hordeine in den Aleuron-Zellen beteiligt (Davy et al.; 1998). Bei Gymnospermen wurde
im Rahmen der Keimung von Samen von Picea glauca eine wihrend des PCD des Mega-
gametophyten titige Cystein-Endopeptidase mit KDEL-Terminus gefunden, die mit dem
anti-Ricinus CysEP-Antikorper der Arbeitsgruppe Gietl detektiert werden konnte (He und
Kermode, 2003). Die 48 kDa-Proform der Peptidase war in einem fortgeschrittenen Stadi-
um der Keimung in sphdrischen Organellen von etwa 2 um Durchmesser lokalisiert, die
von den Autoren mit den Ricinosomen bei Ricinus verglichen wurden. In einem spéten
Stadium war die reife und proteolytisch aktive 38 kDa-Form ohne N-terminales Propeptid

und C-terminales KDEL-Signal nachweisbar. Fiir die in den welkenden Tepalen von San-
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dersonia exprimimierte KDEL-Peptidase (PRTS) ist eine Funktion im Rahmen des PCD
ebenfalls anzunehmen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, daf} fiir einen Teil der genannten Papain-artigen
KDEL-Peptidasen die Beteiligung am PCD (Ricinus, Hemerocallis, Phaseolus, Phalae-
nopsis, Pisum, Vicia, Picea, Sandersonia) belegt ist, einige scheinen dagegen eine Funk-
tion bei der Mobilisierung von Speicherproteinen (Vigna, Hordeum) zu erfiillen; die Loka-
lisation der Peptidase in Vesikeln oder Ricinosomen ist in vier Féllen (Hemerocallis, Rici-

nus, Picea, Vigna) belegt.

Hordeum vulgare (EP-A)

Oryza sativa

Hemerocallis sp. (SEN102); Petalen

Hemerocallis sp. (SEN11); Petalen

Sandersonia aurantiaca (PRT5); Tepalen

Phalenopsis sp. (0141); auBeres Integument

|
|
—: Vicia sativa (Proteinase A); Kotyledonen

Pisum sativum (TPE4A); unbefruchtete Ovarien

Vigna mungo (SH-EP); Kotyledonen

Vigna radiata; Kotyledonen

Phaseolus vulgaris (EP-C1); reifende Schoten

Ricinus communis (CysEP); Endosperm, Nucellus
Arabidopsis thaliana (CEP1)

Arabidopsis thaliana (CEP2)
_I Arabidopsis thaliana (CEP3)

55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
[ % ldentitdt der Aminosduren]

Abbildung 6.1: Dendrogramm von hochhomologen KDEL-Peptidasen aus pflanzlichen Geweben.
[Modifiziert nach Gietl und Schmid (2001); © 2001 Springer-Verlag.]
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Die in Verbindung mit Seneszenz und PCD beschriebenen gewebsspezifischen Lokali-
sationen wurden groftenteils auch bei den transgenen PCEP-GUS-Linien fiir die Promoto-
ren der drei KDEL-Peptidasen Cepl, Cep2 und Cep3 bei Arabidopsis gefunden. Analog zu
den bei Phalaenopsis (duBeres Integument) vorliegenden Verhéltnissen wurden in
PCEPI-GUS-Schoten des Stadiums 18 auf der deutlich konturierten Samenschale GUS-
Aktivitit zeigende Uberreste des duBeren Integuments gefunden (siehe Abbildung 5.7D,
S.116). Auf dem Weg zur Ausbildung der Samenschale durchlaufen die Zellen des Integu-
ments den PCD und verholzen schlielich. Bei der gefundenen Reporteraktivitét ist zu be-
achten, daB3 die Glucuronidase sehr persistent ist und u. U. noch nachgewiesen werden
kann, wenn das eigentliche Protein langst nicht mehr vorhanden ist (Jefferson et al., 1987).
Nachdem die Samenschale bereits fertig ausgebildet ist, trifft das in diesem Fall hochst-
wahrscheinlich zu. Wie bei Pisum (unbefruchtete Ovarien) fanden sich in PCEPI-GUS-
Schoten regelméBig unbefruchtete Ovarien mit dem Megagametophyten, die mit fort-
schreitender Schotenreifung immer kleiner wurden und dabei bis zuletzt GUS-Expression
aufwiesen (siehe Abbildung 5.7A-C, S.116). Das nach der Keimung von Ricinus-, Vicia-
und Picea-Samen und bei der Mobilisierung der Speicherproteine aus dem Néhrgewebe
dokumentierte Auftreten einer KDEL-Peptidase in Zusammenhang mit dem PCD wurde
analog auch bei PCEPI-GUS-Keimlingen gefunden; der in der Samenschale verbliebene
Rest des Endosperms zeigte Reportergen-Aktivitdt (siche Abbildung 5.8, S.117). Aller-
dings sind die Verhiltnisse bei Arabidopsis so, dal das transient angelegte Endosperm im
Verlaufe der Samenreifung bis auf die einlagige periphere Aleuron-artige Schicht wieder
aufgebraucht wird und die Erndhrung des Keimlings durch die Kotyledonen erfolgt. Die
Funktion dieser Aleuronschicht, die aus diinnwandigen Zellen besteht und verglichen mit
den Aleuronzellen bei Cerealien wenig Speichersubstanzen enthilt, ist nicht bekannt
(Olsen, 2004). Wie bei Phaseolus (reifende Schoten), wurde in den Karpellen der griinen
PCEP3-GUS-Schoten des Stadiums 15 (sieche Abbildung 5.13, S.123) GUS-Expression
gefunden, die dann im weiteren Verlauf der Samenreifung schwicher wurde und bei den
gelben Schoten im Stadiums 18 (zur Nomenklatur der Entwicklungsstadien der Bliitenent-
wicklung bei Arabidopsis nach Miiller (1961) siche Tabelle 5.1, S.109) verschwunden
war. Im Rahmen der Samenentwicklung dienen die Fruchtblétter als transienter Protein-
speicher, der bei fortschreitender Samenreifung wieder mobilisiert wird; im Anschluf3 dar-

an werden die Karpelle zu seneszierenden Geweben (Tanaka et al., 1993), die schlief8lich
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verholzen und iiber Turgeszenzbewegungen aufplatzen und die reifen Samen freigeben.
Wie die Kotyledonen bei Vicia, dienen die Kotyledonen bei Arabidopsis der Erndhrung
des Keimlings (Olsen, 2004). Nach erfolgter Keimung werden die von Vicia zum seneszie-
renden Gewebe, wogegen die von Arabidopsis ergrinen und dem zufolge keine Seneszen-
zerscheinungen zeigen. Bemerkenswerterweise wurde jedoch in den Kotyledonen von
PCEP3-GUS-Keimlingen GUS-Aktivitdt in Leitungsbahnen nahe der Blattbasis und in
den SchlieBzellen gefunden (siehe Abbildung 5.11, S.121).

In Abbildung 6.2 sind Vorginge in reifenden Ricinus-Samen zusammengefasst. In dem
MafBe, wie sich das zelluldre Endosperm ausdehnt, vollzieht sich in den am néchsten gele-
genen Nucelluszellen eine Fragmentation der Kern-DNA. Dies deutet darauf hin, dal die
Zellen dem PCD unterworfen sind (Wang, H. et al., 1996; Wang, M. et al., 1996), wenn-
gleich dies noch kein hinreichendes Kriterium fiir apoptotischen Zelltod ist. Weiterhin
wurden jedoch in den Nucelluszellen fiir den PCD charakteristische morphologische und
ultrastrukturelle Kennzeichen gefunden (Gunawardena et al., 2001). Dabei handelt es sich
um Verdnderungen der Tonoplastendichte, Vesikulation des Cytoplasmas, Deformation
und Kondensation des Kernchromatins, Kollaps und Kondensation des Cytoplasmas und
schlieBlich Zellkollaps. Programmierter Zelltod bei der Auflésung von Nucellus und Inte-
gumentgewebe im Rahmen der Samenentwicklung wurde in einer Reihe weiterer Systeme
nachgewiesen (Chen und Foolad, 1997; Xu und Chye, 1999; Dominguez et al., 2001; Hi-
ratsuka et al., 2002; Wan et al., 2002).

Der Proliferation von CysEP-haltigen Ricinosomen folgt die Desintegration der Zellen.
Zuriick verbleiben dabei im apoplastischen Raum kollabierte und gefaltete Zellwandreste.
Im Gegensatz zu den Ricinosomen, die bei der Keimung von Ricinus-Samen mit dem
PCD der Endospermzellen erst nach erfolgter Mobilisierung der Reservestoffe und dem
Transfer zu den sich entwickelnden Kotyledonen erscheinen, sind die Ricinosomen in den
seneszierenden Nucelluszellen im frithen Stadium 10 DAP grofer und strukturell
uneinheitlich (siehe Abbildung 5.24, S.137). Die Proteinzusammensetzung weist neben
der CysEP zusitzliche Enzyme auf. Im Vergleich dazu bestehen die Ricinosomen zu

~95% aus ProCysEP (siehe Abbildung 5.26, S.139).
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Abbildung 6.2: Seneszenz und PCD des Nucellus im sich entwickelnden Ricinus-Samen.

A: Entwicklungsstadium 20 DAP. co, expandierende Kotyledonen; rs, Wurzel-Sprof3-Achse; en, ex-
pandierendes Endosperm; nu, absterbender Nucellus; ii, inneres Integument (in dem MaBle zuriickge-
hend, in dem das Endosperm expandiert, um den Samen auszufiillen); te, Testa (Samenschale); ¢, Ka-
runkula; m, Mikropyle. B: Der Ubergang vom absterbenden, den PCD durchlaufenden Nucellus zum
angrenzenden expandierenden Endosperm. Im Nucellus sind die DNA-Fragmentierung und eine grofie
Menge Ricinosomen des Stadiums 10 DAP dargestellt. Im Endosperm sind Zellen mit entstehenden
Oleosomen und Aleuron-Speichervakuolen gezeigt. CW, Zellwandiiberreste eliminierter Nucelluszel-
len; CWM, Zellwandmaterial. C: Reife Endospermzelle nach Eliminierung des inneren Integuments.
A, Aleuron-Koérner; Chr, Chromatin; Cr, Crystalloid; G, Globoid; Go, Golgi-Apparat; M, Mitochon-
drien; N, Nucleus; O, Oleosom; P, Plastid; R, Ricinosom. [Abbildung aus Greenwood ef al. (2005);
© 2005 The National Academy of Sciences of the U.S.A..]
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Wihrend das Endosperm wéchst, entwickelt die du3erste, an die kollabierten Nucellus-
zellwandreste im Apoplasten angrenzende Schicht von Endospermzellen fingerformige
Einwachsungen der dufleren periklinen Zellwande (Abbildung 5.25, S.139). Dabei handelt
es sich um eine Modifikation, die konsistent mit der Transferzellmorphologie ist (Gunning
et al., 1974; Greenwood ef al., 1984) und die die aktive Plasmamembranoberfliche bis auf
das 20-fache vergroBBert (Thompson et al., 2001). Transferzellen sind an der raschen Auf-
nahme und Weitergabe von Amino-Verbindungen und Photosyntheseprodukten vom Apo-
plasten zu den, zu versorgenden Zellen beteiligt. Die Aufnahme von Aminosduren, Sac-
charose und Monosacchariden durch H*-gekoppelte Symporter ist fiir Leguminosen und
Cerealien belegt (Weber et al., 1997; Tegeder et al., 2000). Die sich vergro3ernden Endo-
spermzellen sind noch nicht in die Hauptphase der Speicherprotein- und Olsynthese einge-
treten und kleiner als die reifen Endospermzellen (Abbildung 5.22C). Im Fall des reifen-
den Ricinus-Samens sind die Einwachsungen auf den Teil der Endospermzellwand be-
grenzt, der der kollabierten Nucellusschicht anliegt, wogegen die anderen Zellwandberei-
che, wie auch die sich weiter innen befindenden Endospermzellen iiber Plasmodesmata
Kontakt zu den Nachbarzellen haben, um so den symplastischen Transport von Stoffen zu
gewihrleisten (Gunning und Overall, 1983). Damit scheinen Plasmodesmata der primire
und einzige Weg fiir den Salz- und Néhrstofftransport zwischen den sich entwickelnden
Endospermzellen von Ricinus-Samen zu sein.

Die Ricinus-Endospermtransferzellen sind unzweifelhaft in die Aufnahme von Abbau-
produkten aus dem Nucellus- und Integumentzelltod wahrend der ersten Stadien des Endo-
spermwachstums involviert, aber sie spielen hochstwahrscheinlich eine noch wichtigere
Rolle in einem spédteren Stadium der Entwicklung. Die Ricinus-Eizelle und der reifende
Samen besitzen eine extensive GefaBBversorgung, die am chalazalen Ende des Samens ein-
tritt und sich im miitterlichen Gewebe verzweigt (siehe auch Abbildung 5.19), um den
Embryosack und das sich entwickelnde Endosperm zu umschlieen. Die GefaBBversorgung
bleibt auch nach der Zerstérung von Nucellus und innerem Integument aktiv. Uber diese
Gefidlle werden die Metaboliten transportiert, die es ermoglichen, dall nach der Nucellus-
zerstorung das Endosperm in den letzten zwei Dritteln der Entwicklung eine 25-fache Er-
héhung des Trockengewichts (Speicherproteine und Ole) erfihrt. Die Endospermtransfer-
zellen mit ihren Einstiilpungen haben sich in diesem Stadium zu Zellen mit hochentwi-

ckelten Einwachsungen entwickelt (Greenwood, J. S.; unverdffentlichte Daten) und sind

216



Diskussion

wahrscheinlich in die Aufnahme dieser Metaboliten involviert. Es wére von Interesse, de-
tailliert zu untersuchen, ob im Zuge der Seneszenzvorginge in Nucellus und innerem Inte-
gument niedermolekulare Metaboliten fiir Endospermzellwachstum und —vergréferung
iber die beschriebenen Strukturen bereitgestellt werden.

Die reife Cystein-Endopeptidase wird in den letzten Stadien des programmierten Zellto-
des aus den Ricinosomen im Endosperm der keimenden Ricinus-Samen freigesetzt. Dies
geht einher mit der Fragmentation der chromosomalen DNA, der Degradation des Cyto-
sols, einem Weichwerden und Verschleimen der Zellwénde und dem endgiiltigen Kollaps.
Mit der Strukturuntersuchung (siehe Abschnitt 3.3, S.124ff) sollte gekldrt werden, ob es
sich bei dem Enzym tatsdchlich um eine Endopeptidase handelt; dariiberhinaus sollten zu-
sdtzliche Informationen iiber die mogliche Substratspezifitét erhalten werden.

Der Vergleich der Primir-, Sekundir- und Tertidrstrukturen von Ricinus CysEP, der
Prolin-spezifischen Protease aus Ingwer (GPII), Papain und Cathepsin B (CatB) (Abbil-
dung 5.32 und Abbildung 5.33B) verdeutlicht die Konservierung der sechs a-Helices, sie-
ben B-Faltblitter, der katalytische Triade (Cys-26, His-162 und Asn-183) und, mit Aus-
nahme von CatB, der Position der drei Disulfidbriicken. Ein Loop, der wie bei CatB, das
aktive Zentrum dieser Protease an der C-terminalen Seite der Spaltstelle bedeckt und sie
damit zu einer Exopeptidase macht (Musil ef al., 1991), fehlt bei der CysEP. Das erklart
warum es sich bei letztgenannter um eine Endopeptidase handelt. Die bis zu einem R-Fak-
tor von 18,1% verfeinerte Kristallstruktur der CysEP mit kovalent gebundenem Inhibitor
H-D-Val-Leu-Lys-CMK ermdoglicht die Lokalisation der Substratbindungspositionen S4,
S3, S2 und S1, sowie S1° und S2’ innerhalb der katalytischen Tasche. Wie in GPII, Papain
und CatB (Barrett und Rawlings, 2001; Turk und Guncar, 2003) befindet sich diese zwi-
schen den zwei Doménen des Enzyms (Abbildung 5.33). Die rechte R-Domine ist charak-
terisiert durch grofles verdrehtes B-Faltblatt, wihrend die linke L-Doméne vier auffillige
a-Helices besitzt.

Die Analyse der von der Ricinus CysEP bevorzugten Substrate bzw. Spaltstellen an-
hand der Kinetik der Hydrolyse von synthetischen fluorogenen Peptiden erbrachte eine
Priferenz an P1 fiir His, Arg, Lys, Phe, Leu, Tyr, Met, Thr und Trp, widhrend hohe
ke./Kn-Werte an der P2-Substratposition mit Leu, Val, Ile, Met und auch mit den aromati-
schen Seitenketten Phe, Tyr, Trp beobachtet wurden. Aus diesem Grunde ist die Einbrin-
gung des Inhibitors H-D-Val-Leu-Lys-CMK in die katalytische Tasche der CysEP und der
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Vergleich mit den modellierten und experimentell definierten Positionen von Substrat-ana-
loga in GPII (Choi et al., 1999) beziechungsweise Papain (Stubbs et al., 1990) relevant.
Wie in Abbildung 5.34A gezeigt, ist der Inhibitor kovalent an das Cys-26 im aktiven Zen-
trum gebunden und seine zwei L-Aminoséduren bilden ein erweitertes antiparalleles p-Falt-
blatt mit den zwei Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Leu-P2 und Gly-68 und einer
Wasserstoffbriickenbindung zwischen Lys-P1 und Asp-161. Diese Anordnung orientiert
die Spaltstelle eines gebundenen Substrates zum, durch His-162 und Asn-183 aktivierten,
nucleophilen Cys-26 hin. Die im Katalysezyklus entstehende negative Ladung des Sauer-
stoffatoms von Lys-P1 befindet sich in Ndhe zu den Stickstoffatomen der Seitenkette von
GIn-20 und den Hauptketten von Ser-25 und Cys-26, die zusammen die Oxyaniontasche
formen (Abbildung 5.34A in Abschnitt 3.3.4).

Die Lys-P1-Seitenkette interagiert iiber seine e-Aminogruppe mit Asn-66, wihrend die
proximalen Kohlenstoffatome in Kontakt zu einer hydrophoben Region, gebildet von Gly-
24 und Gly-67 (Abbildung 5.34A), stehen. Diese Art S1-Subdomine mit ihrer flachen
Vertiefung der Oberfldche 146t eine ganze Reihe von Resten zu. Das stimmt auch mit der
von Dr. D. Simpson experimentell gefundenen relativ geringen Spezifitit von P1 gegen-
iiber den synthetischen Substraten {iberein (siche Tabelle 5.5 in Abschnitt 3.3.1).

Die S2-Bindungstasche der CysEP wird von den Aminosdureresten Leu-69, Met-70,
Ala-136 und der Peptidkette Leu-160-Gly-163 definiert. Der Strukturvergleich mit den
entsprechenden Subsoménen der Zingiber- und Papain-Cystein-Endopeptidase (Abbildung
5.34B) zeigt eine deutliche Tasche bei der Ricinus CysEP. Die gerdumig angelegte Bin-
dungstasche der Ricinus CysEP erklért, warum eine breite Palette an Aminosédureresten ak-
zeptiert wird. Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, daB die S2-
Bindungstasche die Hauptdeterminante fiir die Spezifitdt der Cystein-Endopeptidasen ist
(Bode und Huber, 2000).

Aus der Analyse der Spaltprodukte des B-Caseinverdaus ergibt sich, dall die Ricinus-
CysEP Prolin an P1 oder P1° akzeptiert und deshalb sowohl am N-, als auch am C-Termi-
nus dieser Aminosdure spalten kann (siche Tabelle 5.8 in Abschnitt 3.3.2). Dies ist eine
sehr ungewohnliche Spaltspezifitit (Cunningham und O'Connor, 1997; Simpson, 2001).
Allerdings steht dieser Befund im Widerspruch zu den Versuchen mit den synthetischen
Peptiden; hier rangierte das Peptid mit Prolin an P1 deutlich an letzter Position (siehe Ta-

belle 5.5 in Abschnitt 3.3.1). Im allgemeinen ist es so, daf3 viele Proteine durch ein Prolin
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in Nachbarschaft zum ersten oder letzten Aminosédurerest gegen proteolytischen Abbau ge-
schiitzt sind.

Ausgehend von der gegenwértigen CysEP-Struktur und dem Vergleich mit anderen Pa-
pain-artigen Cystein-Peptidasen ist es schwierig, strukturelle Determinanten fiir diese Prol-
inspezifitdt im Detail zu erkennen. Die allgemein etwas weitere Substratbindungsfurche
sollte, was die Konformation der gebundenen Substratkette betrifft, eine grofere Freiheit
gewdhren. Das wiirde vielleicht auch die, aus einem gebundenem P1-Prolin resultierenden
verdnderten P2- und P1’-Konformationen einschlieen. In gleicher Weise gilt dies natiir-
lich fiir ein gebundenes Substrat mit Prolin in P1’° und die daraus resultierenden atypischen
P2-, P1-, P2’-Konformationen. Prolin bewirkt innerhalb der Polypeptidkette einen Knick,
man findet es regelmiBig am Ubergang von der Helix zum Loop.

Fiir ein besseres Verstindnis dieser ungewohnlichen Spaltspezifitit sind weitere bio-
chemische und kristallographische Analysen dieser Substratspezifitit notwendig. Die
Spaltung Prolin-haltiger Peptidbindungen ist im Rahmen des programmierten Zelltodes fiir
den Abbau der Zellwandproteine, die erhebliche Mengen an glykosylierten Prolin- und
Hydroxyprolinresten enthalten (Buchanan et al., 2000), von Bedeutung. Die Bindung von
Prolin in die S1- oder S1'-Tasche ermdglicht der Ricinus CysEP, wihrend des program-
mierten Zelltodes eine groBere Bandbreite an Proteinen zu spalten.

Das relative Verhiltnis der zwei beobachteten N-Termini der Ricinus CysEP nach
Selbstaktivierung (90% ..EKVD|TVPA...;10% .. KVDT|VPAS...) verdeutlicht die vor-
rangige Bedeutung der S2-Tasche von Cystein-Endopeptidasen und der korrespondieren-
den P2-Position eines Substrates fiir dessen Affinitit und damit die Umsatzrate. Von den
zwei beobachteten N-Termini der reifen Ricinus CysEP (siehe Abschnitt 3.3.3) tritt derje-
nige zu 90% bevorzugt auf, der Val in der P2-Position der zu spaltenden Proform anbie-
tet. Das stimmt sowohl mit den kinetischen Daten (Tabelle 5.4, S.144), als auch mit den
Ergebnissen des B-Casein-Verdaus iiberein (Tabelle 5.9, S.151). Dagegen zeigte Asp in
P2-Position in beiden Experimenten eine geringe Affinitdt zum Enzym. Thr in Position P1
besitzt zwar nach den Ergebnissen mit den synthetischen Peptiden eine im Gegensatz zu
Asp hohere Affinitit zur S1-Tasche der CysEP, jedoch erfahrt dies in der Summe eine ge-
ringere Gewichtung, weil die S2-Bindungstasche die Hauptdeterminante fiir die Spezifitit

der Cystein-Endopeptidasen ist (Bode und Huber, 2000).
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Informationen iiber die N-Termini der drei Cystein-Endopeptidasen mit KDEL-Motiv
aus Arabidopsis liegen nicht vor. Es wiére denkbar, daf3 die Stabilitdt der drei KDEL-Pepti-
dasen sich unterscheidet und entsprechend der von Varshavsky und Mitarbeitern entdeck-
ten ,, N-end-rule “ iiber die N-terminale Aminosdure gesteuert wird (Bachmair et al. 1986).
Die Ricinus CysEP wird entsprechend der Beobachtung, dal3 fiir die meisten Cystein-Pep-
tidasen die S2-Bindungstasche die Hauptdeterminante der Spezifitit darstellt (Bode und
Huber 2000), bevorzugt in Nachbarschaft zu einem hydrophoben Rest an P2 abgespalten.
Legt man fiir die Prozessierung der drei KDEL-Peptidasen in Arabidopsis gleiches zugrun-
de, dann wire A1Cepl (Val an P2) mit einem N-terminalen Thr stabil, A#Cep2 (Val an P2)
mit Arg und A7Cep3 (Leu an P2) mit Lys am N-Terminus dagegen instabil, was eine kurze
biologische Halbwertzeit zur Folge hitte (sieche Sequenz-Vergleich der KDEL-Peptidasen
Abbildung 5.16, S.127). Jedoch handelt es sich hierbei um rein theoretische Erwédgungen,

denen keine biochemischen Befunde zugrunde liegen.
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Peroxisomale Peptidasen

Vor der Wiederentdeckung der von Vigil (1970) und Mollenhauer und Totten (1970)

erstbeschriebenen Ricinosomen in Ricinus durch Gietl und Mitarbeiter (Schmid et al.,

1998) wurde die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitete Ricinus CysEP aufgrund ihrer Ei-

genschaft, die pra-gMDH zur reifen Form zu spalten, fiir die Glyoxysomale Processing

Peptidase (GPP) gehalten (Gietl et al., 1997). Die CysEP wurde in der Folge jedoch als

Leitenzym der Ricinosomen erkannt (Schmidt ef al., 1998).

Eine in-silico Analyse des Arabidopsis-Genoms (Arabidopsis Genome Initiative, 2000)

auf mogliche peroxisomale Proteine erbrachte anhand des C-terminalen PTS1, SKL bzw.

PKL drei Peptidase-Sequenzen (www.araperox.uni-goettingen.de; Reumann et al., 2004):

At5g47040 kodiert fiir ein Protein mit 888 Aminosduren, SKL-Terminus und ei-
nem Molekiilgewicht von 97,9 kDa. Bei dem zur E. coli Lon-Protease homologen
Protein handelt es sich um eine Serin-Protease (Clan SF, Familie S16; Barrett
et al., 2001b) mit Serin als Nucleophil in der katalytischen Tasche und der charak-
teristischen katalytischen Diade Ser-Lys (Besche und Zwickl, 2004).

At2g41790 kodiert fiir ein Protein mit 970 Resten, PKL-Terminus und einer Mole-
kiilmasse von 111 kDa. Bei dem zur Insulinase (/nsulin-degrading enzyme, 1IDE)
aus Maus homologen Protein handelt es sich um eine Zn-Metallopeptidase mit dem
fiir die Pitrilysin-Familie (Clan MB, Familie M16; Rawlings et al., 2001b) typi-
schen, inversen HXXEH-Zinkbindungsmotiv (Roth, 2004).

At1g28320 kodiert fiir ein Protein mit 709 Aminosduren, SKL-Terminus und einer
Molekiilmasse von 76,1 kDa. Bei dem Protein handelt es sich um eine Trypsin-arti-
ge Serin-Protease vom Typ der Deg-Peptidasen mit der katalytischen Triade His-
Asp-Ser (Chung und Goldberg, 2004).

Die drei Protease-Typen wurden in der Einfiihrung besprochen. Durch die vorliegenden

Befunde anderer Arbeitsgruppen, die unten kurz skizziert werden, lieBen sich die per-

oxisomale Lon-Protease und die Pitrilysin-artige peroxisomale Zn-Metallopeptidase als

mogliche Glyoxysomale Processing Peptidase weitgehend ausschliessen.
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Peroxisomale Lon Protease

Van Veldhoven und Mitarbeiter haben die humane Peroxisomale Lon-Protease kloniert
und charakterisiert (de Walque et al., 2002). Die peroxisomale Lon-Protease ist wie die
mitochondriale Lon-Protease in den Umsatz von Matrixproteinen involviert und degradiert
wahrscheinlich solche mit oxidativen Schidden. Die ATP-abhingige Chaperonfunktion
konnte die Zerlegung von Proteinkomplexen und die Entfaltung von Proteinen bewerkstel-
ligen. In diesem Zusammenhang ist noch erwdhnenswert, das Veldhoven und Mitarbeiter

urspriinglich auf der Suche nach der Peroxisomalen Processing Peptidase waren.

Zn-Metallopeptidasen vom Pitrilysin-Typ

Ein Homologes von Insulysin ist die peroxisomale Zn-Metallopeptidase in Arabidopsis,
eine Peptidase vom Pitrilysin-Typ (At2g41790) mit 970 Aminosduren, C-terminalem
PTS1 SKL und einer Molekiilmasse von 111 kDa (Reumann ef al., 2004). Sie konnte ana-
log dem von Authier ef al. (1996) in Peroxisomen des Leberparenchyms der Ratte be-
schriebenen Insulysin die Peptide, die beim Prozessieren der hohermolekularen Vorstufen
entstanden sind, abbauen. Das fiir Insulysin diskutierte native Substrat, das Polypeptid In-
sulin liegt mit 51 Aminosduren im GroBenbereich der Signalsequenzen von Pflanzenmi-
tochondrien bzw. Chloroplastentransitpeptiden, die im Durchschnitt etwa 20-60 bzw.
30-80 Aminosduren lang sind (Zhang und Glaser, 2002).

Glaser und Mitarbeiter haben die entsprechende mitochondriale Metallopeptidase (Pre-
sequence Peptidase, PreP) aus Solanum tuberosum isoliert und charakterisiert. Die PreP
baut die beim mitochondrialen Proteinimport von der Mitochondrialen Processing Pepti-
dase (MPP) bei der Prozessierung der importierten hohermolekularen Vorstufen generier-
ten N-terminalen Signalpeptide zu kleineren Peptiden ab (Stdhl ef al., 2002; Moberg et al.,
2003). Im Arabidopsis-Genom wurden zwei homologe Peptidasen in Mitochondrien (A¢-
PrePI) und Chloroplasten (4¢PrePIl) identifiziert (Stahl et al., 2005). Es handelt sich bei
beiden um Metallopeptidasen aus der Pitrilysin-Subfamilie M16A (Barrett et al., 2001).
Signalpeptide bilden, wenn man den Import von jeweils etwa 800 kernkodierten Protein-
spezies in die beiden Organellen-Typen zugrunde legt (Zhang und Glaser, 2002), ein enor-
mes Aminoséurereservoir. Allerdings wurde fiir Mitochondrien gezeigt, daf3 sich Signal-
peptide schiadigend auf das Membranpotential auswirken und deshalb rasch degradiert

werden miissen (Wieprecht et al., 2000).
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Nachdem innerhalb der Arbeitsgruppe Gietl zwischenzeitlich noch mehrmals versucht
wurde, die GPP zu identifizieren, wurde in einem erncuten Anlauf im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit die Glyoxysomale Processing Peptidase aus drei Tage alten und nicht er-
griinten Kotyledonen von Citrullus als Degl5 identifiziert, charakterisiert und gereinigt.
Die Identifikation der Degl5 als GPP erfolgte durch den von Prof. Dr. I. Adamska von der
Universitdt Konstanz zur Verfiigung gestellten anti-4A/Degl5-Peptid-Antikorper, der gegen
die 15 Aminosduren lange Sequenz ETTAAVHPGGSGGAYV aus dem Bereich um das ka-
talytische Serin gerichtet ist. Die {iber Ultrazentrifugation am Saccharose-Dichtegradienten
angereicherten Glyoxysomen wurden fiir die Reinigung verdiinnt, sonifiziert, zentrifugiert
und filtriert. Im ersten Reinigungsschritt wurde die mit dem fluorogenen Protease-Substrat
Cbz-Phe-Arg-AMC detektierte Aktivitit iiber DEAE-Saule angereichert. Zundchst wurde
versucht, die GPP/Degl5 fiiber die drei weiteren Sdulen Gelfiltration, Hydroxyapatit und
MonoQ zu reinigen. Aufgrund der gravierenden Aktivititsverluste wurde ein alternativer
Reinigungsgang liber préiparative native Sephadex-IEF (Gorg et al., 2002) und 2-D eta-
bliert.

Bei der Suche nach der Glyoxysomalen Processing Peptidase wurde von der prozessie-
renden Funktion des Enzyms ausgegangen. Die meisten peroxisomalen Matrixproteine
werden entweder mit einem C-terminalen PTS1 oder einem N-terminalen PTS2 an freien
Ribosomen des Cytoplasmas synthetisiert. Die Proteine mit PTS-Sequenzen werden von
entsprechenden cytosolischen Importrezeptoren erkannt, zum Importapparat befordert und
ins Peroxisom transferiert (Ubersichtsartikel von Subramani et al., 2000). Nach Eintritt in
die peroxisomale Matrix wird das N-terminale Propeptid der hohermolekularen Vorstufe
mit der Spaltspezifitit C-X|/X-C| von der Processing Peptidase abgespalten (Biermann
und van den Bosch, 1999). Fiir das Enzym Citrat-Synthase aus Cucurbita wurde von Nis-
himura und Mitarbeitern gezeigt, dafl ein Cys in Nachbarschaft zur Spaltstelle fiir die Pro-
zessierung, nicht jedoch fiir die Funktion des Enzyms essentiell ist, denn auch unprozes-
sierte Citrat-Synthase war enzymatisch aktiv (Kato et al., 1996). Mit synthetischen fluores-
zenzgequenchten Peptiden, die die authentischen Spaltstellen der drei glyoxysomal prozes-
sierten Enzyme Citrat-Synthase (gCS), Malatdehydrogenease (gMDH) und Thiolase repra-
sentieren, gelang es, die ungewdhnliche Préiferenz der GPP fiir Cys nachzuweisen. Denn
alle drei verwendeten Peptide wurden in Nachbarschaft zum Cys gespalten; das gMDH-
Peptid und das Thiolase-Peptid an der authentischen Spaltstelle mit Cys an P2 bzw. an P1
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und das gCS-Peptid an einer nicht-authentischen Position drei Reste weiter C-terminal.
Der Grund fiir die unkorrekte Prozessierung konnte sein, dafl die hhermolekulare Vorstu-
fe eines glyoxysomalen Proteins noch weitere fiir die korrekte limitierte Endoproteolyse
wichtige Determinanten besitzt, die von den zehn Aminoséureresten der fluorogenen Pep-
tide nicht abgedeckt werden.

Die verwandte Protease DegP aus E. coli degradiert in-vitro zwar unstrukturierte Sub-
strate wie B-Casein, dagegen werden Proteine in nativer Konformation und synthetische
Peptide nicht gespalten (Skorko-Glonek et al., 1995). DegP bevorzugt an P1 die unpolaren
verzweigten Reste Val und lle; zusétzlich sollen weitere strukturelle Determinanten Ein-
fluf auf die Spaltspezifitit haben (Kolmar et al., 1996).

Die Identifikation der Degl5-Peptidase aus Glyoxysomen von Citrullus erfolgte zu-
ndchst in der iiber DEAE- und Benzamidin-Chromatographie gereinigten Probe im Wes-
tern-blot mit dem anti-A¢Degl5-Peptid-Antikdrper. Das Signal war identisch mit der {iber
Aktivitdtsgel-Assay mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC detektierten Aktivitét
(Abschnitt 5.4.2.2, Abbildung 5.45, S.184). Im Rahmen der Arbeit wurde ein alternativer
Reinigungsgang tliber (1) DEAE-Siule, (2) préparative native Sephadex-IEF und (3) 2-D-
Elektrophorese etabliert. Durch Korrelation von 2-D-PAGE und 2-D-Western-blot konn-
ten die Molekiilmasse und der pl der Degl5 zu 72 kDa bzw. 5,25 bestimmt werden (Ab-
schnitt 5.4.3.2, Abbildung 5.49, S.190). Die peroxisomale Degl5 aus Arabidopsis (Reu-
mann et al., 2004) ist im Vergleich dazu ein Protein mit 709 Aminosduren und einer Mo-
lekiilmasse von 76 kDa, sowie einem rechnerisch ermittelten pl von 8,0.

Der Name “Degl5” hat systematischen Bezug und geht auf die Verwandtschaft zum
Prototypen der Deg-Peptidasen, der E. coli DegP zuriick (Huesgen et al., 2005). Der
Terminus ,,Glyoxysomale Processing Peptidase* bezieht sich dagegen auf die Funktion der
limitierten Endoproteolyse gegeniiber hohermolekularen Vorstufen von peroxisomalen
Matrixproteinen. Die Bezeichnungen GPP und Degl5 wurden im Rahmen dieser Arbeit
synonym verwendet. Im weiteren Verlauf der Experimente konnte mit Ultrafiltration und
Gelatine-Aktivitdtsgelen belegt werden, daBl die Degl5/GPP in zwei Formen vorliegt,
einem Monomer und einem Dimer, die in-vitro miteinander im Gleichgewicht stehen und
deshalb moglicherweise nur schwer zu isolieren sind. Wie mit dem Substrat Cbz-FR-AMC
im Fluoreszenz-Aktivititsgel gezeigt wurde, unterschied sich das Monomer vom Dimer

durch eine Substratspezifitdt fiir Arg/Lys an P1 und hydrophobe und unpolare Reste an
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P2 (®R/K|). Weil aber andererseits fiir das iiber DEAE-Sdule und préparative native
Sephadex-1EF gereinigte Gemisch beider Formen die prozessierende Spezifitit mit Cys an
P1 oder P2 (X-C|/C-X]) nachgewiesen wurde, ist davon auszugehen, daf} die
prozessierende Aktivitit dem Dimer zukommt. Diese Spaltspezifitit fiir Proteasen ist nach
Aussage von Fachleuten sehr ungewohnlich und es ist nur schwer vorstellbar, daf3 eine
Spezifitit ®R/K | mit einer Spezifitit X-C|/C-X| funktionell vereinbar ist.

Aus diesem Grund beschreiben die Ergebnisse, die im Rahmen der Charakterisierung
der GPP/Degl5 mit dem fluorogenen Substrat Cbz-FR-AMC gemacht wurden, die Eigen-
schaften der monomeren Form mit degradierender Funktion. In den Versuchen mit den
Klassen-spezifischen Inhibitoren verhielt sich die Degl5 als Serin-Peptidase (Abschnitt
5.4.4.7, Abbildung 5.56, S.205). Die Peptidaldehyde Antipain und Leupeptin, sowie die
Chloromethylketon-Inhibitoren TLCK und H-D-Val-Leu-Lys-CMK, alles kovalente Inhi-
bitoren, hemmten die Degl5 effizient. Peptidaldehyde sind Analoga des Ubergangszustan-
des fiir Serin und Cystein-Peptidasen, deren Aldehydgruppen extrem stabile Hemiacetale
mit dem reaktiven Nucleophil der Peptidase bilden (Thompson, 1973). Die vier genannten
Inhibitoren tragen alle einen basischen Rest an P1 und einen hydrophoben Rest an P2. Be-
merkenswerterweise zeigt der Serin-Peptidasen-Inhibitor PMSF keinerlei Wirkung gegen-
tiber der Degl5. Gleiches wurde auch fiir die E. coli DegP berichtet (Lipinska et al., 1990).

Die GPP/Degl5 besitzt fiir ein eukaryontisches Enzym ein ungewo6hnlich hohes Tem-
peraturoptimum bei 45°C (Abschnitt 5.4.4.4, Abbildung 5.53, S.200). Uber 50°C nahm die
Aktivitdt bis 55°C steil ab und tiber 60°C erfolgte eine irreversible Schadigung. Mit SDS-
PAGE-Analyse konnte gezeigt werden, da3 die glyoxysomale Degl5 bei 45°C, dem Tem-
peratur-Optimum der proteolytischen Aktivitét, in-vitro innerhalb von 24 h eine massive
Degradation der glyoxysomalen Matrixproteine herbeifiihrt. Bei dieser unphysiologischen
Temperatur diirfte bereits ein GroBteil der Proteine geschidigt sein. Im Vergleich dazu war
bei 30°C kaum eine Proteolyse zu beobachten.

Die von del Rio und Mitarbeitern in Peroxisomen von seneszierenden Blittern von Pi-
sum beschriebene 76 kDa-Serin-Peptidase EP3 ist ebenfalls bei 50°C noch aktiv, wie mit
Gelatine-Aktivitétsgel gezeigt wurde. Im weiteren haben Del Rio und Mitarbeiter gezeigt,
daB3 EP3 und EP4, letztere ist eine Serin-Peptidase mit 64 kDa, zusammen 70% und damit
die Hauptaktivitit der degradierenden proteolytischen Aktivitit in Peroxisomen seneszie-

render Blitter bilden (Distefano et al., 1997). In einer weiteren Arbeit (Distefano et al.,
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1999) wurde die Rolle dieser Endopeptidasen im allgemeinen Proteinabbau im Rahmen
der Blattseneszenz beschrieben. In diesem Zusammenhang wurde von einem starkem An-
stieg der reaktiven Sauerstoffspezies zur Einleitung des Programmierten Zelltodes in se-
neszierenden Bléttern berichtet (del Rio et al., 1998). Der mdoglicherweise zur Degl5 in
Citrullus vulgaris homologen Peptidase in Pisum schreiben die Autoren also innerhalb der
Peroxisomen eine degradierende Funktion im Rahmen des PCD in seneszierenden Blittern
zu. In jungen Bléttern wurde die EP3-Aktivitédt nicht nachgewiesen. Das ist auch plausibel,
denn es handelt sich bei jungen Bléttern um wachsendes Gewebe, in dem die anabolen
Vorginge iiberwiegen. Bis dato wurden von del Rio und Mitarbeitern jedoch keine der be-
schriebenen Peptidasen in-situ lokalisiert oder sequenziert.

Bei anderen Deg-Peptidasen wurde ein dhnlich ungewdhnliches Temperaturverhalten
beobachtet. Die E. coli DegP wurde von Georgopoulos und Mitarbeitern als Hitzeschock-
protein identifiziert (Lipinska ez al., 1990). DegP wechselt dabei in temperaturabhingiger
Weise zwischen Chaperon- und Peptidaseaktivitit; bei 28°C war DegP in der Lage, che-
misch denaturierte Thiolase und Malat-Synthase zuriickzufalten (Spiess et al., 1999). Im
Temperaturbereich zwischen 37°C und 55°C stieg die proteolytische Aktivitit an und fiel
bis 60°C steil ab; bei hoheren Temperaturen erfolgte die Denaturierung der Protease
(Skorko-Glonek et al., 1995). Chassin et al. (2002) beschreiben fiir die Arabidopsis
Degl-Peptidase aus Chloroplasten einen Anstieg der proteolytischen Aktivitdt von
15°C bis 42°C und selbst nach fiinfminiitigem Kochen zeigte die DegP1 noch Restaktivi-
tat.

Bei erhohten Temperaturen verdndern Proteine ihre Konformation und beginnen zu
denaturieren. Dabei werden sonst im Molekiilinneren verborgene hydrophobe und
verzweigtkettige Reste ins Solvens exponiert (Kolmar ez al., 1996). E. coli DegP ist in der
Lage, durch Hitzeeinwirkung miflgefaltete und denaturierte Proteine zu degradieren, nicht
jedoch native Konformationen (Lipinska et al., 1990; Skorko-Glonek et al., 1995). In
diesem Zusammenhang wird noch zu untersuchen sein, ob auch die GPP/Degl5 die fiir
E. coli DegP beschriebene Chaperonaktivitit besitzt. Interessanterweise wurde bei
GPP/Degl5 nach Inkubationen bei erhohten Temperaturen beobachtet, dafl die
proteolytische Aktivitdt nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur stark verringert war
(Daten nicht gezeigt). Dies konnte zum einen auf, das fluorogene Substrat verdringende

konkurrierende Substrate, ndmlich hitzedenaturierte Proteine oder zum anderen auf eine
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Verlagerung in Richtung Riickfaltungsaktivitit bei gleichzeitiger Einschrinkung der
proteolytischen Aktivitit zuriickzufiihren sein. Lipinska und Mitarbeiter haben beobachtet,
dafl DegP auch fiir die Toleranz gegeniiber oxidativem Strel notwendig ist (Skorko-
Glanek et al., 1999). Die verwandten Deg-Proteasen bei E. coli, DegP und DegQ dienen
ebenfalls der Kompensation von Faktoren wie erhohter Temperatur oder oxidativem Stress
(Waller und Sauer, 1996; Pallen und Wren, 1997). DegQ (HhoA) zeigt dhnliche
Eigenschaften und hat die gleiche Lokalisation wie DegP (Kolmar et al., 1996). Dieser
Befund diirfte noch mehr fiir die Peroxisomen mit stindiger oxidativer Belastung von
Relevanz sein.

Die pH-Abhéngigkeit der GPP/Degl5 stieg von pH 4,5 bis pH 9 auf mehr als das flinf-
fache an (Abschnitt 5.4.4.2, Abbildung 5.51, S.197). Die anderen bekannten Deg-Peptida-
sen weichen dem gegeniiber in ithrem Verhalten vollig ab. Die Aktivitdt der Degl aus
Chloroplasten hatte bei pH 6 ein Maximum und fiel bis pH 9 steil ab (Chassin et al.,
2002). Im Gegensatz dazu war die Aktivitit der E. coli DegP in einem Bereich von
pH 4,8-10 unabhingig vom pH-Wert (Lipinska et al., 1990). Die Abweichungen des pH-
Verhaltens der charakterisierten Deg-Peptidasen stehen offenbar im Zusammenhang mit
dem umgebenden Milieu. Adam und Mitarbeiter sehen das pH-Verhalten der Degl in Ver-
bindung zum leicht sauren pH im Thylakoidlumen (Chassin et al., 2002). Fiir Peroxisomen
liegen keine eindeutigen Informationen iiber den pH vor.

Die GPP/Degl5 zeigte im Fluoreszenz-Assay mit Phosphat-Puffer im Vergleich zu
Tris-, MES- und Acetatpuffer eine etwa doppelt so hohe proteolytische Aktivitat
(Abschnitt 5.4.4.3, Abbildung 5.52, S.199). Der durch Phosphat-Puffer hervorgerufene
Effekt konnte auf die Ausfillung von Ca*-lonen zu unldslichem Ca;(POy),
zuriickzufiihren sein. Diese Annahme wird durch den Befund erhirtet, da3 der
Chelatbildner EDTA ebenfalls einen stark aktivierenden Effekt ausiibt (sieche Abbildung
5.56, S.205). Da die GPP/Degl5 als Gemisch von miteinander im Gleichgewicht
stethendem Monomer und Dimer vorliegt (Abschnitt 5.4.3.1, Abbildung 5.48, S.189), ist
wahrscheinlich unter dem EinfluB der beiden Ca**-entziehenden Agenzien EDTA und
Phosphat eine Verlagerung des Gleichgewichtes zum Monomer hin erfolgt. Wenn
Monomer und Dimer miteinander im Gleichgewicht stehen, dann miifite sich dieses auch
zum Dimer hin verschieben lassen. Das war tatsidchlich der Fall und konnte, da nur das

Monomer aufgrund der Spaltspezifitit ®-R/K| durch das fluorogene Substrat Cbz-FR-
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AMC detektiert wird, auch belegt werden. Im Verlauf der Reinigung iiber die
Hydroxyapatit-Sédule kam es zu hohen Aktivititsverlusten von bis zu 80%. Als
funktionelle Bestandteile enthilt das Sdulenmaterial Hydroxyapatit Ca*-, Phosphat- und
Hydroxid-Ionen (Tiselius et al., 1956). In Verbindung mit Ca*"-bindenden Agenzien oder
unter sauren Pufferbedingungen werden aus der Siulenmatrix Ca*"-Ionen freigesetzt. Im
vorliegenden Fall konnte durch die Ca**-Ionen die Dimerisierung des Monomers erfolgt
sein. Im in-vitro-Assay wurde diese Wirkung von Ca”"-Ionen auf die GPP/Degl5 bestitigt
(Abschnitt 5.4.4.9, Abbildung 5.58, S.208). Allerdings hatten Ca**-Ionen in Form von
gelostem CaCl, diesen Effekt nur nach Vorbehandlung der Probe mit EDTA; danach fiel
die Aktivitit unter Ca*-EinfluB auf 22% ab. Denkbar ist (1) hierbei eine bislang
unbekannte Konditionierung der Ca**-Ionen oder (2)eine durch EDTA aufgehobene
Besetzung der fiir die Dimerisierung notwendigen Ca**-Positionen am Monomer durch
andere divalente Metallionen, wie z.B. Mn*". Distefano et al. (1996) haben fiir die 76 kDa-
Serin-Peptidase EP3 in Peroxisomen aus seneszierenden Blitter von Pisum sativum
ebenfalls beobachtet, dal die Aktivitit durch EDTA auf 170% des Ausgangswertes
gesteigert wurde. Dies erhértet die oben formulierte Annahme, daBl es sich bei dieser
degradierenden Peptidase um das Homologe der monomeren glyoxysomalen Citrullus
Degl5 und auch der Arabidopsis Degl5 (Atl1g28320) handelt.

Intrazelluldr ist Ca*" einerseits ein wichtiger sekundirer Botenstoff, andererseits auch
funktioneller Bestandteil der Calmoduline, das sind Ca*"-abhiingige regulatorische Protei-
ne (Yang und Poovaiah, 2003). Calmodulin wurde auch in Glyoxysomen nachgewiesen
(Yang und Poovaiah, 2002) und konnte flir die Funktion und Regulation der GPP relevant
sein. Interessanterweise enthilt eine weitere Gruppe von Processing Peptidasen, die Pro-
protein-Convertasen, Ca®" als essentiellen Bestandteil (Seidah et al., 1997). Bemerkens-
wert ist, daB auch der Proteinimport in die Chloroplasten vom sekundiren Botenstoff Ca*'-
Ionen reguliert wird. Der Import von Proteinen ohne Transitpeptid ist dagegen unabhéngig
von Ca*"-Ionen (Chigri et al., 2003).

Bei Reinigung der GPP/Degl5 iiber Benzamidin-Sdule unter Hochsalzbedingungen
zeigten sich Aktivititsverluste von bis zu 90% (Abschnitt 5.4.2, Abbildung 5.43, S.181).
Durch (1) Entsalzung und (2) Zugabe eines durch Ultrafiltration mit 10 kDa-MWCO-
Membran beim Ankonzentrieren des DEAE-Pools abgetrennten Durchlaufs mit kleinen

glyoxysomalen Matrixproteinen konnten die urspriingliche Aktivitit in zwei Stufen zu
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90% wiederhergestellt werden. Da fiir erhitzten Amicon-Durchlauf, B-Casein, Mager-
milchpulver und BSA gleiche aktivititssteigernde Effekte beobachtet wurden, ist davon
auszugehen, dal3 die Degl5 durch denaturierte Proteine stimuliert wird. Der Salz-Effekt
deutet dabei auf einen Einflu3 durch Proteininteraktion hin, denn hohe Salzkonzentratio-
nen unterbinden eine solche Wechselwirkung.

Als Proteininteraktionsdominen von Deg-Peptidasen wurden PDZ-Doménen identifi-
ziert (Kim und Kim, 2005). Durch Sequenzvergleiche wurden Homologe zu PDZ-Doma-
nen auch bei Pflanzen identifiziert (Pointing, 1997; Chory und Wu, 2001; Lam und Blum-
wald, 2002; Ishikawa et al., 2005), wenngleich diese bislang weitgehend unerforscht sind.
Die primére Funktion von PDZ-Doménen besteht in der Erkennung eines ~5-Reste-Mo-
tivs, das sich in der Regel, jedoch nicht zwingend am C-Terminus des Interaktionspartners
befindet. Es sind auch interne Sequenzen beschrieben, die den Terminus strukturell imitie-
ren (Harris und Lim, 2001). PDZ-Doméinen bestehen aus einer ~90-Aminosduren-Polypep-
tidkette mit sechs B-Strangen und zwei a-Helices in einer kompakten globuldren Faltung
mit N- und C-Terminus in enger Nachbarschaft. Peptid-Liganden binden in einer ausge-
dehnten Tasche zwischen dem B-Strang B und der a-Helix B als B-Strang- und Faltblatt-
Erweiterung (Harrison, 1996). Die Nomenklatur innerhalb des PDZ-Bindungsmotivs ist
vom C-Terminus ausgehend Py, P, P,, P;, usw., wobei die Positionen P, und P, die
Hauptdeterminanten der Peptidbindung darstellen. Am Ende der Peptid-Bindungstasche
befindet sich der Carboxylat-Bindungs-Loop mit dem konservierten
R/K-X-X-X-G-L-G-F-Motiv und daran anschlieBend der B-Strang B, der mit dem Peptid-
Strang ein B-Faltblatt bildet. Die Struktur der PDZ-Doméne dndert sich im Rahmen der Li-
ganden-Bindung nur unwesentlich (Doyle et al., 1996). Bei E. coli DegP wurde im ge-
nannten Loop ein dem GLGF-Motiv entsprechendes ELGI-Motiv gefunden (Krojer ef al.,
2002). Die Deletion der PDZ-Doménen hat starke Auswirkung auf die Funktion der Pro-
tease (Spiess et al., 1999). Die PDZ-Domine der regulatorischen E. coli DegS ist ein peri-
plasmatischer Stresensor, der nach Interaktion mit fehlgefalteten OMP's (outer membra-
ne porines) eine proteolytische Kaskade einleitet, die in die cytoplasmatische Neusynthese
von Chaperonen und Peptidasen, sowie in die Zellwandbiosynthese miindet (Walsh ef al.,
2003; Wilken et al., 2004; Zeth, 2004). Diese Reaktionskaskade konnte auch durch syn-
thetische Peptide mit dem OMP-C-Terminus ,,-YXF* in-vitro initiiert werden (Walsh

et al., 2003). Bei der mitochondrialen Peptidase HtrA2/Omi in Séugern, der eine Funktion
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innerhalb des apoptotischen Geschehens zugeschrieben wird, liegt die Peptidbindungsta-
sche der PDZ-Doméne zwischen Peptidase- und PDZ-Domiéne eingeschlossen. Aber nach
Bindung des Effektor-Peptids klappt die PDZ-Doméne um und gibt das aktive Zentrum fiir
die Proteolyse frei (Li et al., 2002). Die PDZ-Doméne von Maus HtrA 1 interagiert mit den
C-Termini der Consensus-Sequenz ®-X-O-V/L/F/A (® ist ein hydrophober oder unpolarer
Rest), der auch beim physiologischen Regulator ProcollagenC-Propeptid vorhanden ist.
Auf HtrA2/Omi hat dieser C-Terminus allerdings keine Wirkung (Murwantoko et al.,
2004).

Die bekannten Deg-Peptidasen zeigen alle einen modularen Aufbau mit der N-termina-
len Serin-Protease-Domine und den sich C-terminal anschlieBenden PDZ-Dominen. DegS
und human HtrA besitzen eine PDZ-Domine, die beiden Peptidasen DegP und DegQ da-
gegen zwel PDZ-Doménen (Kim und Kim, 2005). Die Arabidopsis Degl5 (At5g28320)
weicht in ithrem Bau deutlich ab, zum einen ist das Protein mit 709 Aminosduren deutlich
grofer als die genannten Deg-Peptidasen, wobei sich die Protease-Doméne mit 240 Ami-
nosduren an Position 375-614 innerhalb der Sequenz befindet. Die bis zum C-Terminus
verbleibende Polypeptidkette von 94 Aminosdureresten scheint fiir eine PDZ-Doméne der
bekannten Art nicht auszureichen. In der langen N-terminalen Sequenz konnten im Rah-
men von initialen Sequenzvergleichen ebenfalls keine, von den anderen gut untersuchten
Deg-Peptidasen DegP, DegQ und DegS bekannte Doménen gefunden werden. In diesem
Zusammenhang mufl nochmals darauf hingewiesen werden, dafl bei Pflanzen zwar tiber
Sequenzvergleiche Homologien zu den bekannten PDZ-Doménen in Metazoen gefunden
wurden (Pointing, 1997), dariiber hinausgehende substantielle Informationen tiber pflanzli-
che PDZ-Doménen liegen jedoch nicht vor. Um zu kldren, welche alternative(n) Protein-
Interaktionsdoméne(n) Arabidopsis Degl5 besitzt und wie der aktivierende Einfluf} der die
Proteolyse stimulierenden Proteine zustande kommt, sind Strukturuntersuchungen notwen-
dig.

Wie der Sequenzvergleich der proteolytischen Dominen der drei E. coli Deg-Peptida-
sen DegP, DegQ und DegS, sowie der zwei Deg-Peptidasen in Arabidopsis, Deg2 und
Degl5 (At1g28320) zeigt, weicht die Degl5-Peptidase in ihrer Aminosédurensequenz von
den anderen Vertretern ab (Abbildung 6.4). Kurz hinter dem katalytischen Histidin, das
sich bei DegP (Krojer ef al., 2002) in einer kurzen Helix befindet (Helix B in Abbildung
6.5), folgt ein langer Loop von 67 Aminoséduren (siche Abbildung 6.3: griin unterlegter Be-

230



Diskussion

reich und Abbildung 6.4). Bei DegP verlduft die Struktur dagegen weiter im B-Strang 4
(siche Abbildung 6.5). Da sich der Loop in unmittelbarer Ndhe zum aktiven Zentrum be-
findet, konnte er fiir die Zuginglichkeit der katalytischen Tasche der Degl5 von Bedeu-
tung sein. Auffallend ist, (1) daB3 am Ende der das katalytische His tragenden kurzen Helix
B ein Prolin sitzt, das innerhalb der Tertidrstruktur einen Knick in der Polypeptidkette be-
wirkt und (2) das der Loop auffallend viele polare und geladene Reste enthilt, was ihn fiir
elektrostatische Wechselwirkungen pradestiniert.

Die GPP/Degl5 aus Citrullus trat in zwei Formen auf, als 72 kDa-Monomer und als
144 kDa-Dimer, wobei beide Formen miteinander im Gleichgewicht standen. /n-vitro liel3
sich die Gleichgewichtslage durch Ca**-Entzug in Richtung Monomer und durch Ca*'-
Zugabe in Richtung Dimer verschieben. Bei den bislang bekannten Deg-Peptidasen wurde
ein solches Verhalten und ein Dimer bislang nicht beschrieben. Die bakteriellen Deg-
Proteasen DegP, DegQ und DegS (Krojer et al., 2002; Wilken et al., 2004; Zeth, 2004),
die bekannten plastiddren Vertreter aus Arabidopsis AtDegl und AtDeg2 (Chassin et al.,
2002; HauBiihl et al., 2001), sowie das humane HtrA2 (Li ef al., 2002) bilden Tri- oder
Hexamere. Die von Krojer et al. (2002) kristallisierte E. coli Deg-Protease liegt als
funktionelles sandwichformiges ~300 kDa-Hexamer zweier stabiler Trimere vor und die
von Wilken ef al. (2004) kristallisierte E. coli DegS-Protease liegt als Trimer vor. Die
mitochondriale Sduger-Deg-Protease HtrA2/Omi assembliert zu pyramidenférmigen
Trimeren, die iiber die Serin-Peptidase-Domidne untereinander in Verbindung stehen
(Lietal., 2003). Die von Chassin et al. (2002) tiber Gelfiltration gereinigte rekombinante
AtDegl aus Chloroplasten mit starker Homologie zu E. coli DegP eluierte als ein Gemisch
von Monomeren und Hexameren. Bei E. coli DegP (Krojer et al., 2002), DegS (Wilken
et al., 2004; Zeth, 2004 ) und der Sauger-HtrA2/Omi (Li ef al., 2002) kommt es aufgrund
der Oligomerisierung zu kooperativen Effekten. Die Monomere von HtrA2/Omi haben nur
schwache proteolytische Aktivitdt und sind nicht in der Lage ihre Funktion in der

Apoptose auszufiihren (Li et al., 2002).
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MDVSKVVSFSRNFAVLVKVEGPDPKGLKMRKHAFHQYHSGNATLSASGIL
LPRDIFLSGEVAAKVLFEAGQDMALVLTVASVVEPFLTLGHRTSSSISQD
PVKLIPGAMIEIMVEGQLKSEKEAPFWVPAQLLSLVDVPVSSAALQSLIE
ASSGSKDSGWDIGWSLVSAANGSQPSINIEHYSKPLMQLDEPHNANFMAK
SATRMAILGVPLSLLGQPSMNFASSSSKGDTLVALGSPFGILSPVNFFNS
VSTGSIANSYPSGSLKKSIMIADVRCLPGMEGAPVFAKNGHLIGILIRPL
ROKNSGVEIQLVVPWGAITTACSHLLLEEPSVEGKASQWGSEVLSVKSDA
SIPAQVAIEKAMESVCLITVNDGVWASGIILNEHGLILTNAHLLEPWRY

VRLCHLDSWTWCPANVVYICKEQLDIALLQLEYV
PGKLQPITANFSSPPLGTTAHVVGHGLFGPRCGLSPSICSGVVAKVVHAK
RRLNTQSISQEVAEFPAMLETTAAVHPGGSGGAVLNSSGHMIGLVTSNAR
HGAGTVIPHLNFSIPCAVLAPIFKFAEDMQNTTILQTLDQPSEELSSIWA
LMPSLSPKTEQSLPNLPKLLKDGNNKQTKGSQFAKFIAETQDMFVKPTKL
SRDVIPSKL

Abbildung 6.3: Aminosiure-Sequenz der glyoxysomalen Degl5 aus Arabidopsis (At1g28320) mit 709
Aminosiuren. Die Nummerierung links bezeichnet die Position innerhalb der Sequenz. Die 240 Ami-
nosiuren-Protease-Domiine ist fettgedruckt. Rot unterlegt sind die Reste der katalytischen Triade
His-Asp-Ser; unterlegt ist der nach dem katalytischen His; blau unterlegt
ist das C-terminale PTS1 SKL.

232



SO
«Coli:

ol
DEgE

AtDeglh

DegP
DegQ
Degs

Eﬁ l'fJ =1 =
o

AtDeg?2
AtDeglh
E.coli DegP
E.coli DegQ
E.coli Degs
AtDeg?2
AtDeglb
E.coli DegP
E.coli DegQ
E.coli Degs
AtDeg?2
AtDeglh
E.coli DegP
E.coli DegQ
E.coli Degs
AtDegZ
AtDeglh

GSGVIIDADK
SSGVIINASK
GSGVIMD. QR
GSGVVWD . GC
ASGITLN.EH

L A

VQKNFEGKLV
WIWCPANVVY

GNFY.....N
GNPE s o G
GHGLEGPRCG

AINRGNSGGA

SINRGNSGGA
SINHGNSGGA
RINPGNSGGP
AVHPGGSGGA

YVVINNHVV
YVLTNNHVI
SYIITNKHVI
GYIVINYHVI

} G Gy G

GLILTNAHLL E

D I

PREKAPRNHYS

/] GKDPRSDIAL
GSDDQSDIAL
GSDSLTDLAV
GADRAKDLAV
ICKEQLDIAL

> LGETVTSGIV

LGOTATSGIV
LGOTITQGII
FDHTLTVGVI
LSPSICSGVY

LVNLNGELIG
LLNLNGELIG
LVNSLGELMG
LLDSKGNLIG

VLNSSGHMIG

D

SVGENIREYK

IQIQNPENLT
LQIQNPSKLT
LEKINATGGLP
LEVDAPETLL
LOLEYVPGEL

SAL. .GRSGL
SAL. .GRSGL
SAT..GRIGL
SGL. .NRDIF
AKVVHAKERRL

INTAILAPDG
INTAILAPGG
INTLSEDESN
INTAIFTQTG
LVTSNARHGA

RNPSPGD.VV
HNEFLOTGHRD

A.IKMADSDA
Q. IATADSDK
T.IPINARRV
KPIKVGQOSNS
QPIT.ANESS

NAEN..... 2
NLEG..... L
NPTG.....R
SRl nas o v

NTOSISQEVA

o « GNT.
SO SR 2
DGETPE. .GI
.. TBA. .G
«+ «GTVIPHL

+GI

Diskussion

LIKVOLSDG
LISTOLNDG
.IIVALQODG
GRVNILASDG
IRVRLCHLDS

LRVGDYTVAI
LRVGDEAVAV
PHIGDVVLAT
LKVGOQOCLAT
PPLGTTAEVV

1

NFIQTDA
.NEIQTDA
Q.. .NEFLQTDA
TIGGGIQTDA
EFPAMLETTA

=1

Abbildung 6.4: Sequenzvergleich der Serin-Protease-Doménen der drei Deg-Peptidasen in E. coli,
DegP, DegQ und DegS, sowie der zwei Deg-Peptidasen in Arabidopsis, der Deg2 in Chloroplasten und
der Degl5 in Peroxisomen. Die Reste der katalytischen Triade His-Asp-Ser sind rot unterlegt. [Der Se-
quenzvergleich wurde mit T-COFFEE erstellt (Notredame et al., 2000).]
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Abbildung 6.5: Kristallstruktur der E. coli DegP (Krojer et al., 2002).

Bindermodell des Monomers aus Molekiil B mit unterschiedlich farbigen Doménen. N-Terminus,
blau; ; PDZ2, rot. Die Reste der katalytischen Triade sind als Ball-Stéb-
chen-Modell w1edergegeben Die Sekundarstrukturelemente (a-Helices durch Buchstaben, B-Stringe
durch Zahlen), die Termini des Proteins und die nicht durch Elektronendichte definierten Regionen
sind gekennzeichnet. [Abbildung aus Krojer et al. (2002); © 2002 Macmillan Publishers Ltd..]

Im Rahmen seiner Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Gietl am Lehrstuhl fiir Botanik
am Wissenschaftszentrum Weihenstephan der Technischen Universitdt Miinchen hat
G. Hierl unldngst durch Analyse einer homozygoten Arabidopsis DEGI5-Insertionslinie
mit anti-gMDH-Antikorpern nachgewiesen, da3 die prd-gMDH nicht zur reifen Form pro-
zessiert wird und in den Peroxisomen als unprozessierte hohermolekulare Vorstufe vor-
liegt. Im Phénotyp zeigten die Pflanzen allerdings keine Auffilligkeit (G. Hierl, 2006).
Hiermit wurde ein stichhaltiger in-situ Befund fiir die Funktion der Degl5 als Glyoxyso-

male Processing Peptidase erbracht.
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6.3 Ausblick

Ricinus CysEP

Im Rahmen der Untersuchung der Substratspezifitit der Ricinus CysEP war urspriing-
lich geplant, die CysEP ein weiteres Mal zu kristallisieren und zwar mit einem moglichen
nativen Substrat, einem Zellwandprotein. Als notwendige Vorarbeit untersuchte G. Hierl
(2006) unlidngst im Rahmen seiner Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe Gietl am Lehrstuhls
fiir Botanik der Technischen Universitit Miinchen den Verdau von verschiedenen Zell-
wandproteinen, den Tabak-Extensinen, durch die Ricinus CysEP. Da wegen der breiten
Substratspezifitit der CysEP die verwendeten Extensine eher an anderen Positionen ge-
spalten wurden als in Nachbarschaft zu Prolin und Hydroxyprolin, sind weitere Kristallisa-

tionsexperimente mit der CysEP nicht mehr von Interesse.

Processing Peptidasen

Nachdem es nicht gelungen war, iiber konventionelle Séulenchromatographie die fiir
die Edman-Sequenzierung erforderlichen Proteinmengen anzureichern, wurde eine weni-
ger verlustbehaftete Strategie mit Sdulenchromatographie, priaparativer nativer Sephadex-
IEF und 2-D-PAGE entwickelt. Mit dieser Methode soll in naher Zukunft eine Reinigung
der GPP aus Glyoxysomen fiir Edman-Sequenzierung durchgefiihrt werden.

Fiir die GPP/Degl5 aus Citrullus wurden zwei Formen nachgewiesen, ein 72 kDa-Mo-
nomer und ein 144 kDa-Dimer. Beide Formen stehen miteinander im Gleichgewicht und
die Gleichgewichtslage lieB sich durch Ca**-lonen beeinflussen: Ca**-Entzug fiihrte zur
Bildung des Monomers, Ca*-Zufuhr zur Dimerisierung. Dieser Befund ist physiologisch
duBerst bedeutsam, da Ca*" intrazellulir als sekundirer Botenstoff fungiert (Yang und Poo-
vaiah, 2003) und in-vivo das GPP/Degl5-Gleichgewicht entsprechend den Erfordernissen
regulieren konnte.

Es gibt noch eine andere Gruppe von eukaryontischen Processing Peptidasen, deren
Funktion von Ca*'-Ionen abhingig ist, die Proprotein-Convertasen. Bemerkenswerterweise
prozessieren die Proprotein-Convertasen wie die GPP nur eine relativ geringe Anzahl von
Proproteinen. Dem gegeniiber wird die limitierte Endoproteolyse von jeweils etwa 800 ho-
hermolekularen Vorstufen in den Chloroplasten und Mitochondrien vollstindig von weni-
gen Peptidasen abgedeckt (Zhang und Glaser, 2002); bei der SPP und der MPP handelt es

sich um Zn-Metallopeptidasen. In diesem Zusammenhang wire es interessant, zu untersu-

235



Diskussion

chen, ob das stark eingeengte Substratspektrum der Ca**-abhingigen Processing Peptida-
sen auf einen spezifischen Einflu3 des Calciums zuriickzufiihren ist.

Da keinerlei Strukturinformationen iiber pflanzliche PDZ-Dominen vorliegen, ist es
notwendig, durch Strukturuntersuchungen zu kliren, welche alternative(n) Proteininterak-
tionsdoméne(n) Degl5 besitzt. In diesem Zusammenhang ist auch von Interesse, auf wel-
che Weise denaturierte Proteine die Proteolyse stimulieren.

Das ungewohnliche Verhalten der GPP/Degl5 konnte erst in der Zusammenschau zahl-
reicher experimenteller Befunde entschliisselt werden. Das Auftreten von zwei funktionell
unterschiedlichen Formen einer Protease, einem Monomer mit degradierender Funktion
und einem experimentell schwer zugidnglichen Dimer mit prozessierender Funktion, wird
riickwirkend als Hauptursache dafiir angesehen, dafl die Glyoxysomale Processing Pepti-
dase in Pflanzen lange Zeit nicht gefunden werden konnte. Interessanterweise bereitet die
Identifizierung der Peroxisomalen Processing Peptidase in Sdugern, die seit Anfang der
1990er Jahre von einigen mit dem Peroxisomalen Proteinimport befa3ten Gruppen gesucht
wird, ebenfalls gro3e Probleme. Biermann und Bosch (1999) berichten, dal3 es sich bei der
Peroxisomalen Processing Peptidase in Meerschweinchen um eine Cystein-Endopeptidase
mit einem pH-Optimum von 6,5 handelt. In diesem Zusammenhang sei daran erinnert, daf3
Gietl und Mitarbeiter die Ricinus CysEP aus Ricinosomen aufgrund ihrer Eigenschaft, die
pra-gMDH zur reifen Form zu spalten, fiir die Glyoxysomale Processing Peptidase (GPP)
gehalten hatten (Gietl et al., 1997). Von den vier bekannten humanen Deg-Peptidasen sind
lediglich HtrA1 und HtrA2 erforscht (Ubersichtsartikel von Dingwall und Holbrook,
2004). Es bleibt zu untersuchen, ob eine der beiden anderen zwei Deg-Proteasen HtrA3
und HtrA4 peroxisomale Lokalisation aufweist. Wenn dies der Fall ist, konnten fiir die
Peroxisomale Processing Peptidase in Sdugern dhnliche Verhéltnisse wie bei der beschrie-

benen GPP/Degl5 in Citrullus vorliegen.
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	 4.2.1 Untersuchung der Substratspezifität sowie Reinigung der CysEP aus Ricinus 	communis für die Kristallographie
	 4.2.1.1  Ricinosomen-Isolierung
	Saccharose-
	Konzentration 
	[%]
	Saccharose-
	Stammlösung 
	[mL]
	Gradientenmedium
	[mL]
	Effektives Volumen
	[mL]
	65
	4
	0
	4
	57
	2,2
	0,3
	2,5
	52
	2
	0,5
	2,5
	50
	1,9
	0,6
	2,5
	48
	3,7
	1,3
	4
	46
	2,1
	0,9
	3
	44
	2,7
	1,3
	4
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	 4.2.1.7  Modellbau und Verfeinerung 
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	 4.2.2 Reinigung und Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing 	Peptidase aus Citrullus vulgaris
	 4.2.2.1  Anreicherung von Glyoxysomen aus Kotyledonen von Citrullus vulgaris
	Saccharose-Konzentration
	[%]
	Saccharose-Stammlösung
	[mL]
	Gradientenmedium
	[mL]
	Effektives Volumen
	[mL]
	57
	1,9
	0,1
	2
	50
	2,5
	0,5
	3
	43
	1,8
	0,7
	2,5
	33
	1,1
	0,9
	2
	20
	0,33
	0,67
	1
	10
	0,17
	0,83
	1
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	Hydroxyapatit-Chromatographie 
	MonoQ-Anionenaustausch-Chromatographie
	Affinitäts-Chromatographie mit Benzamidin-Sepharose
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	Isoelektrische Fokussierung mit immobilisierten pH-Gradienten (IPG) 
	SDS-PAGE
	Western-blot-Analyse mit dem anti-AtDeg15-Peptid-Antikörper
	Analyse des Reinigungsverlaufs der präparativen nativen Sephadex-IEF mit Gelatine-Aktivitätsgel
	Probenaufbereitung für die Reinigung der GPP/Deg15 über DEAE-Säule und Sephadex-IEF bzw. Benzamidin-Säule
	Untersuchung des Aktivators im Amicon-Durchlauf

	 4.2.2.7  Versuche zur Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing 	Peptidase/Deg15 
	Bestimmung der Spaltspezifität der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15 mit synthetischen Peptiden
	Untersuchung der pH-Abhängigkeit
	Untersuchung der Temperatur-Abhängigkeit 
	Untersuchung des Einflusses von Testproteinen auf die proteolytische Aktivität bei 30°C und 45°C 
	Der Einfluß ausgewählter Cofaktoren auf die proteolytische Aktivität 
	Der Einfluß von Protease-Inhibitoren auf die proteolytische Aktivität 
	Der Einfluß von Ca2+-Ionen und EDTA auf die proteolytische Aktivität  
	Inhibitor
	Herkunft
	Stammlösung
	Arbeitskonzentration
	Antipain
	Sigma, A-6191
	10 mM in MeOH
	75 µM
	Bestatin
	Sigma, B-8385
	6,5 mM in MeOH
	130 µM
	Chymostatin	
	Sigma, C-7268
	10 mM in DMSO
	10 µM
	Leupeptin	
	Sigma, L-0649
	1 mM in mQ
	1 µM
	Pepstatin A	
	Sigma, P-5318
	1 mM in MeOH
	1 µM
	PMSF		
	Boehringer, 837091
	10 mM in Isopropanol
	100 µM
	TLCK		
	Sigma, T-7254
	10 mM MES pH 5,5
	100 µM
	TPCK	
	Sigma, T-4376
	10 mM in EtOH
	200 µM
	VLK-CMK	
	PFR-CMK
	Bachem, N-1385
	Bachem, N-1210
	10 mM in DMF
	10 mM in DMF
	5 µM
	5 µM
	Benzamidin	
	p-Amino-Benzamidin
	EDTA
	Cystatin aus Hühnereiweiß
	Sigma, B-6506
	Sigma
	Fluka
	Sigma, C-0408
	30 mM in mQ
	5 mg/mL in mQ
	0,5 M pH 8
	5,3 mg/mL 10 mM Tris pH 8
	1 mM
	5 mM
	10 mM
	1:200





	5. Ergebnisse
	 5.1 Gewebespezifische Expression der drei KDEL-Peptidasen in	Arabidopsis thaliana
	 5.1.1 Histochemische Lokalisation der AtPCEP1-, AtPCEP2- und AtPCEP3-	Aktivität in transgenen Promotor-GUS-Linien
	 5.1.1.1  GUS-Expression unter der Kontrolle des AtCEP1-Promoters
	 5.1.1.2  Expression unter der Kontrolle des AtCEP2-Promoters
	 5.1.1.3  GUS-Expression unter der Kontrolle des AtCEP3-Promoters

	 5.1.2 Nachweis der drei KDEL-Peptidasen in Gewebeextakten von Arabidopsis 	thaliana durch spezifische Antikörper 
	Peptid
	Position
	Sequenz
	errechneter pI
	Cep1-I
	319 - 332
	Ac-IRMQRGIRHKEGLC-CONH2
	10,8
	Cep1-II
	342 -356
	NH2-CLKNSNTNPSRLSLD- CONH2
	8,23
	Cep2-I
	208 - 224
	Ac-KTEETYPYDSSDVQFC- CONH2
	3,69
	Cep2-II
	343 - 357
	NH2-CTKLSSTPSTHESVVP- CONH2
	8,24
	Cep3-I
	108 - 123
	NH2-CQGPKRGSKQFMYDHE- CONH2
	8,22
	Cep3-II
	343 - 357
	NH2-CIKKSSSNPTPKDGDV- CONH2
	6,05


	 5.2 Die Ricinus CysEP unterstützt auch in reifenden Samen den 	Zelltod kollabierender Gewebe
	 5.3 Die 2.0 Å Kristallstruktur und Substratspezifität der nativen 	CysEP aus Ricinosomen von  Ricinus communis
	 5.3.1 Vorhersage der Spaltspezifität der Ricinus CysEP auf der Grundlage der 	Hydrolyse von synthetischen Peptiden
	P2 – P1 ↓ P1’– P2’a
	kcat/Km (mM-1 s-1)
	Xaa – Arg ↓ Gln – Gln
	Cys-EP
	Papainb
	Leu
	1645
	45
	Phe
	1365
	294
	Tyr
	1221
	303
	Val
	484
	50
	Trp
	378
	28
	Ile
	342
	53
	Met
	251
	126
	Arg
	79
	1,45
	His
	37,7
	4,52
	Lys
	11,0
	0,96
	Cys
	10,6
	51,6
	Glu
	6,37
	0,70
	Thr
	4,88
	9,57
	Ala
	3,67
	12,7
	Asn
	3,26
	1,08
	Gln
	2,49
	5,44
	Gly
	1,39
	0,21
	Asp
	1,26
	0,20
	Ser
	0,67
	3,90
	a Der abwärts gerichtete Pfeil () zeigt die Spaltstelle an.
b Werte aus Davy et al. (2000).
	P2 – P1 ↓ P1’– P2’a
	kcat/Km (mM-1 s-1)
	Leu – Xaa ↓ Gln – Pro
	Cys-EP
	Papainb
	His
	3872
	17,3
	Arg
	2752
	124
	Lys
	2707
	80,5
	Phe
	1445
	66,3
	Leu
	1328
	62,6
	Tyr
	1244
	14,3
	Met
	1102
	152
	Thr
	903
	54,5
	Trp
	796
	18,2
	Gly
	732
	232
	Gln
	569
	64,6
	Ala
	399
	79,3
	Ser
	339
	39
	Glu
	166
	6,86
	Cys
	149
	128
	Asn
	136
	16,1
	Val
	76,5
	3,51
	Ile
	63,6
	2,64
	Asp
	20,6
	0,50
	Pro
	0,88
	2,9
	a Der abwärts gerichtete Pfeil () zeigt die Spaltstelle an.
b Werte aus Davy et al. (2000)

	 5.3.2 Analyse der Spaltmotive des proteolytischen β–Casein-Verdaus durch 	Ricinosomen-CysEP aus Ricinus
	Aminosäure-Position in β-Casein-Sequenz
	Peptid-Sequenz
	62 - 72
	ELQ || DKI…TQS || LVY
	62 - 74
	ELQ || DKI...SLV || YPF
	69 - 87
	PFA || QTQ...LPQ || NIP
	73 - 82
	TQS || LVY…PIH || NSL
	73 - 87
	TQS || LVY...LPQ || NIP
	75 - 87
	SLV || YPF...LPQ || NIP
	109 - 135
	EVM || GVS…PFT || ESQ
	112 - 135
	GVS || KVK...PFT || ESQ
	115 - 135
	KVK || EAM...PFT || ESQ
	115 - 125
	KVK || EAM...EMP || FPK
	115 - 129
	KVK || EAM...PKY || PVE
	115 - 134
	KVK || EAM...EPF || TES
	115 - 156
	KVK || EAM...LLQ || SWM
	161 - 171
	WMH || QPH...TVM || FPP
	161 - 178
	WMH || QPH...SVL || SLS
	161 - 179
	WMH || QPH...VLS || LSQ
	161 - 180
	WMH || QPH...LSL || SQS
	161 - 181
	WMH || QPH...SLS || QSK
	161 - 186
	WMH || QPH...KVL || PVP
	161 - 190
	WMH || QPH...VPQ || KAV
	170 - 185
	PPT || VMF…SKV || LPV
	170 - 186
	PPT || VMF...KVL || PVP
	170 - 190
	PPT || VMF...VPQ || KAV
	170 – 201
	PPT || VMF...DMP || IQA
	180 – 203
	VLS || LSQ...PIQ || AFL
	182 – 199
	SLS || QSK...QRD || MPI
	182 – 203
	SLS || QSK...PIQ || AFL
	184 – 201
	SQS || KVL...DMP || IQA
	184 – 202
	SQS || KVL...MPI || QAF
	192 – 203
	PQK || AVP...PIQ || AFL
	192 – 206
	PQK || AVP...AFL || LYQ
	192 – 207
	PQK || AVP...FLL || YQE
	192 – 208
	PQK || AVP...LLY || QEP
	192 – 210
	PQK || AVP...YQE || PVL
	208 – 217
	FLL || YQE...PVR || GPF
	208 – 224 C-Terminus
	FLL || YQE...PIIV-Terminus
	MKVLILACLVALALA
	RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTEDELQDK
	IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNI
	PPLTQTPVVVPPFLQPEVMGVSKVKEAMAPKQ
	KEMPFPKYPVEPFTESQSLTLTDVENLHLPL
	PLLQSWMHQPHQP
	LPPTVMFPP
	QSVLSLSQSKVLPVPQKAVPY
	PQRDMPIQAFLLYQEPVL
	GPVRGPFPIIV
	RELEELNVPGEIVESLSSSEESITRINKKIEKFQSEEQQQTE
	DELQDKIH
	IHPFAQTQ
	HPFAQTQS
	QTQSLVYP
	QSLVYPFPGPIPN
	SLPQNIPP
	PPLTQTPVVVPPFLQ
	PEVMGVSK
	MGVSKVKE
	SKVKEAMAPKQ
	KEMPFPKY
	FPKYPVEPF
	VEPFTESQ
	EPFTESQSLTLTDVENLHLPL
	PLLQSWMH
	LLQSWMHS
	SWMHQPHQP
	LPPTVMFP
	PTVMFPPQ
	QSVLSLSQ
	SVLSLSQS
	VLSLSQSK
	LSLSQSKV
	LSQSKVLP
	QSKVLPVP
	SKVLPVPQ
	PVPQKAVP
	VPQKAVPY
	PQRDMPIQ
	RDMPIQAF
	DMPIQAFL
	MPIQAFLL
	QAFLLYQE
	AFLLYQEP
	FLLYQEPV
	LYQEPVLG
	GPVRGPFPIIV
	Aminosäure
	β-Casein
	P2
	P1
	erwartete Häufigkeit
	Ala
	5
	0
	1
	0,89
	Arg
	4
	1
	1
	0,71
	Asn
	5
	0
	0
	0,89
	Asp
	4
	0
	1
	0,71
	Cys
	0
	0
	0
	0
	Gln
	20
	5
	5
	3,54
	Glu
	19
	0
	1
	3,36
	Gly
	5
	0
	0
	0,89
	His
	5
	0
	1
	0,89
	Ile
	10
	1
	1
	1,77
	Leu
	22
	8
	5
	3,89
	Lys
	11
	3
	2
	1,95
	Met
	6
	3
	2
	1,06
	Phe
	9
	3
	2
	1,59
	Pro
	35
	6
	2
	6,20
	Ser
	16
	1
	6
	2,83
	Thr
	9
	0
	3
	1,59
	Trp
	1
	0
	0
	0,18
	Tyr
	4
	0
	2
	0,71
	Val
	19
	6
	2
	3,36

	 5.3.3 Reinigung der reifen Ricinus CysEP mit dem kovalent gebundenen Inhibitor 	H-D-Val-Leu-Lys-Chloromethylketon und die Bestimmung von N- und C-	Terminus
	 5.3.4 Die Kristallstruktur und das aktive Zentrum
	 5.3.4.1  Kristallisation und Datensammlung
	Messung
	Wert
	A. Datensammlung
	Auflösungsbereich (Å)
	24,4-2,0
	gemessene Reflexe
	179209
	unabhängige Reflexe
	28159
	Vollständigkeit der Daten (%)
	98,5 (89,3)
	Rsymm a,b (%)
	6,6 (13,7)
	B. Verfeinerung
	Auflösungsbereich (Å)
	24,3-2,0
	Anzahl der Proteinatome (nicht H-Atome)
	3393
	Anzahl der Solvens-Moleküle
	347
	Anzahl der Inhibitor-Atome
	50
	Rcryst d,e (%)
	18,1 (17,6)
	Rfree e,f (%)
	22,6 (21,2)
	gemittelter B-Faktor g (Å 2)
	16,6 (18,4)
	rms-Abweichung der Bindungslängen (Å)
	0,008
	rms-Abweichung  (Å 2) 
	1,469
	a Die Werte der letzten Auflösungsschale von 2,07 Å bis 2,0 Å sind in Klammern angegeben.
	b Rsymm Σ|Ihi – ‹Ih›|/ Σ‹Ih›. 
	c Dieser Wert enthält die fünf Atome des einen Sulfat-Ions.
	d Die Werte in Klammern entsprechen der letzten Auflösungsschale von 2,13 Å bis 2,0 Å. 
	e Rcryst = Σ|Foh - Fch|/ΣFoh, wobei Foh und Fch den beobachteten bzw. errechneten Strukturfaktor-Amplituden des  Reflexes h entsprechen.
	g Wilson plot B-Faktoren in Klammern. 

	 5.3.4.2  Kristallisation und Gesamtstruktur
	 5.3.4.3  Die Substratsbindungsfurche
	 5.3.4.4  Spezifitäts-Subdomänen


	 5.4 Die Reinigung und Charakterisierung der Glyoxysomalen 	Processing Peptidase aus dunkel gewachsenen Kotyledonen von 	Citrullus vulgaris
	 5.4.1 Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase über 	Säulenchromatographie
	 5.4.1.1  DEAE-Anionenaustausch-Chromatographie
	 5.4.1.2  Gelfiltrations-Chromatographie 
	 5.4.1.3  Hydroxyapatit-Chromatographie
	 5.4.1.4  MonoQ-Anionenaustausch-Chromatographie

	 5.4.2 Im Durchlauf der Amicon-Ultrafiltration ist ein Aktivator nachweisbar
	 5.4.2.1  Beständigkeit des Aktivators
	 5.4.2.2  Die Korrelation von Fluoreszenz-Aktivitätsgel-Assay und Western-Blot mit 	anti-AtDeg15-Peptid-Antikörper identifiziert die Glyoxysomale 		Processing Peptidase als Deg15-Peptidase 

	 5.4.3 Reinigung der Glyoxysomalen Processing Peptidase über DEAE-	Anionenaustausch-Chromatographie, präparative native Sephadex-IEF und 	2-D-PAGE
	 5.4.3.1  Analyse des Reinigungsverlaufs der Glyoxysomalen Processing 	Peptidase/Deg15 mittels Gelatine-Aktivitätsgel 
	 5.4.3.2  Durch die Korrelation von 2-D-Gel und 2-D-Western-Blot mit anti-AtDeg15- 			Peptid-Antikörper konnten Molekülmasse und pI der Glyoxysomalen Pro-				cessing Peptidase/Deg15 bestimmt werden.

	 5.4.4 Charakterisierung der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15
	 5.4.4.1  Die Untersuchung der Spaltspezifität der Glyoxysomalen Processing 	Peptidase/Deg15 mit synthetischen Peptiden erbrachte eine Spezifität für 	Substrate mit Cys an P1 oder P2
	fluorogenes Peptid
	Sequenz
	Mr [Da]
	gCS-Peptid
	Abz-EAHCV↓SAQTM-(NO2)Y-D
	1518,6
	gMDH-Peptid
	Abz-RANCR↓AKGGA-(NO2)Y-D
	1445,5
	T-Peptid
	Abz-SASVC↓AAGDS-(NO2)Y-D
	1309,3
	T-C/G-Peptid (neg. Kontr.)
	Abz-SASVG↓AAGDS-(NO2)Y-D
	1263,2
	Peptid
	Sequenz
	Spaltprodukte
	gCS
	Abz-EAHCV↓SAQ║TMY*D
	Abz-EAH... +  TMY*D + X
	gMDH
	Abz-R║ANCR↓║AK║G║GAY*D
	Abz-RANCR + ANCR + AKG + GGAY*D +GAY*D + X
	T
	Abz-SASVC↓║AA║GDSY*D
	Abz-SASV. + AAGDS + GDSY*D + X
	T-C/G
	Abz-SASVGAAGDSY*D
	X
	Furin-Substrat
	Abz-RVKR║GLAY*D
	GLAY*D + X

	 5.4.4.2  Das pH-Optimum der proteolytischen Aktivität der Glyoxysomalen 	Processing Peptidase/Deg15 liegt im basischen Bereich
	 5.4.4.3  Phosphat-Puffer erhöhte die proteolytische Aktivität der Glyoxysomalen 	Processing Peptidase/Deg15
	 5.4.4.4  Das Temperatur-Optimum der proteolytischen Aktivität der Glyoxysomalen 	Processing Peptidase/Deg15  liegt bei 45°C
	 5.4.4.5  Einige ausgewählte Proteine zeigen einen aktivierenden Einfluß auf die 	proteolytische Aktivität der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15 
	 5.4.4.6  Einige ausgewählte Cofaktoren zeigen keinen Einfluß auf die proteolytische 	Aktivität der Glyoxysomalen Processing Peptidase/Deg15 
	 5.4.4.7  Der Einfluß von Inhibitoren auf die proteolytische Aktivität der Glyoxy-	somalen Processing Peptidase/Deg15 
	 5.4.4.8  Die Glyoxysomale Processing Peptidase/Deg15 zeigt in-vitro bei 45°C 	starke proteolytische Aktivität gegenüber glyoxysomalen Matrix-Proteinen 
	 5.4.4.9  Die Dimerisierung der Glyoxysomale Processing Peptidase/Deg15 ist von 	Ca2+-Ionen abhängig
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