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1. EINLEITUNG

Peroxidasen (EC 1.11.1.7) sind Enzyme, die in Bakterien, Pilzen, Pflanzen und Vertebraten

weit verbreitet sind. Sie enthalten in der Regel Ferriprotoporphyrin IX (Häm) als

prosthetische Gruppe und oxidieren die verschiedensten Substrate unter Reduktion von

Wasserstoffperoxid (Welinder et al., 1996). Da ihre Katalysen häufig von auffälligen

Farbreaktionen begleitet werden, wurden bereits 1855 die ersten Peroxidaseaktivitäten

beschrieben (Saunders et al., 1964). Die Bezeichnung „Peroxidase“ wurde bereits 1898

durch Linossier vorgeschlagen (Gaspar et al., 1982). Inzwischen gehören diese Enzyme zu

den am intensivsten und umfangreichsten untersuchten überhaupt (Acosta et al., 2002;

Shigeoka et al., 2002; Hiraga et al., 2001; Obinger et al., 1996a, Penel et al., 1992).

Aufgrund der Fülle an Literatur beschränkt sich die folgende Einführung in den meisten

Punkten auf pflanzliche Peroxidasen.

1.1 Peroxidasen

1.1.1 Klassifizierung und Lokalisierung

In höheren Pflanzen existiert eine sehr hohe Anzahl von Isoformen dieser Enzyme, d. h.

Peroxidasen, welche die gleichen Reaktionen katalysieren können, sich aber in ihrer Struktur

unterscheiden. So wurden in Arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) HEYNH, Ackerschmal-

wand) allein 73 Gene identifiziert, welche für Peroxidasen kodieren (EC 1.11.1.7; Tognolli et

al., 2002; Welinder et al., 2002). Zusätzlich werden jedoch durch posttranskriptionale und

posttranslationale Modifikationen noch sehr viel mehr Isoenzyme gebildet (Tognolli et al.,

2002; Jackson et al., 1996; Welinder et al., 1996). Neben dem Klassifizierungssystem der

Internationalen Biochemischen Vereinigung, die einige Peroxidasen wie Ascorbat-

(EC 1.11.1.11) oder NADH-Peroxidasen (EC 1.11.1.1) aufgrund ihrer Charakteristika aus der

oben genannten Klasse ausgliedert, wurde ein übersichtlicheres und eindeutigeres System

entwickelt: Nach Welinder et al. (1992) wurde die Superfamilie der bakteriellen, pflanzlichen

und aus Pilzen stammenden Peroxidasen (Superfamilie 1) auf der Basis von

Sequenzvergleichen in drei Klassen eingeteilt.

Der Klasse I werden die intrazellulären Peroxidasen zugeordnet, welche nicht dem

sekretorischen Stoffwechselweg angehören. Neben der Cytochrom-c-Peroxidase, einem

löslichen Protein, welches zuerst in Mitochondrien der Bierhefe (Saccharomyces cerevisia

MEYEN) nachgewiesen wurde, werden in diese Klasse unter anderem die cytosolischen und



1. EINLEITUNG 2

chloroplastidären Ascorbatperoxidasen höherer Pflanzen und bakterielle

Catalaseperoxidasen eingeordnet. Die zuletzt genannten üben sowohl Peroxidase- als auch

Catalaseaktivitäten aus (Dalton, 1991, Welinder, 1991). Pflanzliche Catalasen sind

H2O2 : H2O2–Oxidoreduktasen (EC 1.11.1.6), welche Wasserstoffperoxid als alleiniges

Substrat zu Sauerstoff und Wasser umsetzen. Peroxidasen der Klasse I enthalten keine

Disulfidbrücken, keine Glykosylierung, kein strukturelles Calcium und kein zum

Endoplasmatischen Retikulum (ER) dirigierendes Signalpeptid,

Klasse II besteht aus Peroxidasen, welche dem sekretorischen Stoffwechselweg angehören

und von Pilzen gebildet werden. Es handelt sich um monomere Glykoproteine, welche am

Ligninabbau beteiligt sind. Es werden Ligninperoxidasen, sogenannte Ligninasen, und

manganabhängige Peroxidasen unterschieden. In manganabhängigen Peroxidasen dient

Mn2+ als reduzierendes Substrat (Reddy und D’Souza, 1994). Klasse-II–Proteine enthalten

vier konservierte Disulfidbrücken und zwei Calciumbindungsstellen.

In Klasse III werden alle pflanzlichen Peroxidasen des sekretorischen Stoffwechselweges

zusammengefasst. Dazu gehören lösliche sowie membrangebundene Peroxidasen des ER,

des Golgi-Apparates und der sekretorischen Vesikel. Membrangebundene Peroxidasen der

Plasmamembran (PM), lösliche apoplastische, zellwandgebundene oder sekretierte Enzyme

werden hier eingeordnet. Klasse-III–Peroxidasen sind in der Regel monomere Glykoproteine,

die vier konservierte Disulfidbrücken und zwei Calciumionen enthalten, wobei sich die

Positionierung der Disulfide von denen der Klasse-II–Enzyme unterscheidet. Peroxidasen

werden entwicklungs- und gewebespezifisch exprimiert (Jackson et al., 1996).

Neben der Superfamilie der Peroxidasen aus Pflanzen, Bakterien und Pilzen wurden

tierische und humane Peroxidasen in einer zweiten Superfamilie zusammengefasst, zu der

Myeloperoxidasen, Eosinophile Peroxidasen, Lactoperoxidasen, Glutathionperoxidasen,

Thyroidperoxidasen und Prostaglandin H-Synthasen gehören (Superfamilie 2; Klebanoff,

2005; Hiraga et al., 2001).

Pflanzliche Glutathionperoxidasen (GPX; EC 1.11.1.9) wurden in den letzten Jahren

aufgrund von Sequenzvergleichen und Strukturanalysen als eine eigenständige Familie aus

der Klassifizierung nach Welinder et al. (1992) ausgegliedert (De Gara, 2004). Da sie in

zahlreichen Charakteristika tierischen bzw. humanen Glutathionperoxidasen ähneln, werden

sie von einigen Autoren in die Superfamilie 2 eingeordnet.
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1.1.2 Struktur

Die kristallographische Struktur von Peroxidasen aus allen drei Klassen der Superfamilie von

Peroxidasen aus Pflanzen, Bakterien und Pilzen wurde inzwischen vollständig aufgeklärt

(Sundaramoorthy et al., 2005; Yamada et al., 2001; Schuller et al., 1996; Patterson und

Poulos, 1995; Finzel et al.,1984). Obwohl sich die Peroxidasen dieser Superfamilie in ihrer

Primärstruktur stark unterscheiden, zeigen sie eine sehr ähnliche dreidimensionale Struktur.

Die Sekundärstruktur der Enzyme besteht vorwiegend aus α-Helices, von denen zehn in

allen Unterfamilien konserviert zu sein scheinen (Veitch, 2004; Welinder, 1992). Während

tierische und humane Peroxidasen über kovalent gebundene Hämgruppen als prosthetische

Gruppen verfügen, enthalten Peroxidasen aus Pflanzen, Bakterien und Pilzen in der Regel

nichtkovalent gebundene Hämgruppen. In pflanzlichen Peroxidasen der Superfamilie 1

bilden zwei antiparallele α- Helices aus zwei verschiedenen Domänen einen Spalt, in den die

Hämgruppe eingefügt ist (Schuller et al., 1996, Bosshard et al., 1991). Das komplex an das

Protoporphyrin gebundene Eisenion ist an der fünften Koordinationsstelle über einen

proximalen Histidinrest mit dem Protein verbunden, der in der Helix der C-terminalen

Domäne lokalisiert ist. Ein zweiter konservierter Histidinrest befindet sich auf der distalen

Seite des Häms. Der distale Histidinrest ist Teil der Helix der N-terminalen Domäne und

formt zusammen mit weiteren konservierten Aminosäureresten die Bindungsstelle für H2O2.

Er fungiert je nach Bedarf als Protonendonator oder –akzeptor für die Reaktion des Enzyms

mit Wasserstoffperoxid (Henriksen et al., 1999; Schuller et al., 1996).

Als prosthetische Gruppen können nicht nur Hämgruppen dienen. Das aktive Zentrum einer

NADH–Peroxidase aus Streptococcus faecalis enthält ein Flavinadenindinukleotid (FAD;

Ahmed und Claiborne, 1992). In Braunalgen wurden Bromoperoxidasen charakterisiert, die

statt einer Hämgruppe ein Vanadiumion der Oxidationsstufe +V enthalten (Almeida et al.,

1996). Tierische und humane Glutathionperoxidasen enthalten ein Selenocystein in ihrem

aktiven Zentrum, welches für die hohe Aktivität dieser Enzyme verantwortlich ist (Arthur,

2000; Chambers et al., 1986). Auch pflanzliche Glutathionperoxidasen sind teilweise

selenhaltige Enzyme (Ren et al., 2001; Huang et al., 1994, Shigeoka et al., 1991).

Bei Klasse-III-Peroxidasen handelt es sich, wie bereits erwähnt, um Monomere, deren

molekulare Massen in der Regel zwischen 20 und 60 kDa liegen. Im Gegensatz dazu finden

sich intrazellulär auch Oligomere. So handelt es sich bei cytosolischen Ascorbatperoxidasen

höherer Pflanzen um Homodimere, welche aus zwei identischen 29 kDa–Untereinheiten

bestehen (Sano et al., 1996; Mittler und Zilinskas, 1991). Pflanzliche Glutathionperoxidasen

scheinen Tetramere zu bilden, welche aus sehr kurzen Polypeptidketten zusammengesetzt
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sind (Kang et al., 2004). So besteht eine lösliche Glutathionperoxidase aus Blättern der Aloe

vera (Aloe barbadensis MILLER) aus vier Untereinheiten mit einer molekularen Masse von

jeweils 16 kDa (Sabeh et al., 1993). Catalaseperoxidasen aus Bakterien und Pilzen scheinen

Di- oder Tetramere mit molekularen Massen von 150 - 240 kDa zu sein (Carpena et al.,

2002; Hiraga et al., 2001), welche im Gegensatz zu anderen Peroxidasen pro Untereinheit

durchschnittlich nur 0,5 Hämgruppen enthalten (Hillar et al., 2000). In menschlichen

Geweben finden sich wesentlich größere Peroxidasen. So sind humane

Glutathionperoxidasen Tetramere, deren Untereinheiten eine molekulare Masse von

100 kDa aufweisen können (Arthur, 2000).

Über die Art der Bindung von membranassoziierten Peroxidasen ist noch relativ wenig

bekannt. Die meist auf Sequenzanalysen basierenden Aussagen deuten jedoch auf die

Existenz einer unterschiedlichen Anzahl transmembraner Domänen hin (Murphy et al., 2003;

Jespersen et al., 1997). Thylakoidgebundene Ascorbatperoxidasen enthalten eine

zusätzliche hydrophobe Domäne am C-Terminus, welche cytosolischen und

Ascorbatperoxidasen des Stromas fehlt (Yoshimura et al., 1998, Jespersen et al., 1997,

Asada et al., 1996). Diese hydrophobe Domäne ermöglicht es ihnen wahrscheinlich, in der

Nähe von Photosystem I an die Stromathylakoidmembran zu binden (Asada et al., 1996). In

Baumwolle (Gossypium hirsutum L.) wurde eine Ascorbatperoxidase (28 kDa) identifiziert,

welche über eine C-terminale transmembrane Domäne an die Glyoxisomenmembran

gebunden ist (Bunkelmann und Trelease, 1996). Die endständigen fünf Aminosäurereste des

C-Terminus sind positiv geladen und ragen wahrscheinlich der von Heijne Regel

entsprechend ins Cytosol, während das aktive Zentrum des Enzyms im Innern der

Glyoxisomen agiert. Im Gegensatz dazu wurde in Spinat (Spinacia oleracea L.) und Kürbis

(Cucurbita spec.) eine membrangebundene Ascorbatperoxidase identifiziert, deren aktives

Zentrum auf der Außenseite der Glyoxysomenmembran lokalisiert ist (Nito et al., 2001;

Ishikawa et al., 1998; Yamaguchi et al., 1995). In der Hüllmembran von Peroxisomen findet

sich ebenfalls eine integral gebundene Ascorbatperoxidase (Mullen et al., 2001).

Untersuchungen mit der sogenannten Permeabilisierungs-/Immunofluoreszenzmethode und

Experimente mit Chimärenproteinen zeigten, dass der C- und N-Terminus dieses Enzyms

(22 kDa) in Arabidopsis ins Cytosol ragen (Murphy et al., 2003). Im Gegensatz zu bisher

charakterisierten membrangebundenen Peroxidasen scheinen in diesem Protein vier

transmembrane Domänen vorhanden zu sein (Murphy et al., 2003; Tugal et al., 1999). Das

aktive Zentrum des Enzyms befindet sich auf der Matrixseite der peroxisomalen Membran.

Über die Topologie einer membrangebundenen Cytochrom-c-Peroxidase aus

mitochondrialen Membranen von Maiskeimlingen (Zea mays L.) sind keine näheren Details

bekannt (Prasad et al., 1995).
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Aus Epithelzellen der menschlichen Schilddrüse konnte eine plasmamembrangebundene

Peroxidase, die humane Thyroidperoxidase (hTPO), identifiziert und bis zur Homogenität

gereinigt werden (Niccoli-Sire et al., 2001, Fayadat et al., 1998, Czarnocka et al., 1985).

Diese ist ebenso wie die bisher aufgeklärten membrangebundenen pflanzlichen Peroxidasen

ein integrales Membranprotein. Es handelt sich um ein glykosyliertes Heterodimer von etwa

110 kDa (Kimura et al., 1987). Das aktive Zentrum ist auf der Außenseite der Membran

lokalisiert. Tierische Peroxidasen der Endomembransysteme scheinen nur teilweise integral

gebunden zu sein (Roveri et al., 1994).

1.1.3 Reaktionsmechanismen und Substratspezifität

Peroxidasen kommen unter physiologischen Bedingungen in fünf verschiedenen

Redoxzuständen vor (Longu et al., 2004; Penel und Castillo, 1991). Zusätzlich zu der Ferro-

(Fe2+) und Ferriform (Fe3+) treten drei weitere Zustände (PO-ox-I,-II und –III) mit den

Oxidationszahlen IV, V und VI auf. Bei einer katalytischen Reaktion erfolgt zunächst die

Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes aus Peroxidase und Wasserstoffperoxid.

Peroxidase  +  H2O2   →   PO-ox-I                                              (1)

Anschließend reagieren zwei Moleküle eines Elektronendonators in zwei Schritten mit dem

Enzym-Substrat-Komplex.

PO-ox-I  +  AH2   →   PO-ox-II  +  AH•  +  H2O                      (2)

PO-ox-II  +  AH2   →   Peroxidase  + AH•  +  H2O                  (3)

2 AH•   →   A  +  AH2 (oder AH-AH)                       (4)

Mit Ascorbat als natürlichem Substrat ergibt sich die folgende Gesamtreaktion:

Ascorbat  +  H2O2   →   2 H2O  +  Dehydroascorbat                 (5)

Als natürliche Substrate können neben Ascorbat und Cytochrom c, Thiole wie Cystein,

Halogenide, phenolische Säuren, Monolignole, Fettsäuren und andere Substanzen

umgesetzt werden (Saffert et al., 2000, Bolwell, 1999, Almeida et al., 1996, Obinger et al.,

1996b, Gaspar et al., 1982). Darüber hinaus können Peroxidasen auch künstliche

Elektronendonatoren wie 2,2‘-Azino-bis-(3-ethyl-benzthiazolin-6-sulphonsäure) (ABTS),

o-Dianisidin, o-Phenylendiamin oder Pyrrogallol oxidieren. Eines der am häufigsten

verwendeten künstlichen Substrate ist Guajacol (Abb. 1.1), aus dem durch Oxidation und

Kondensation das orangebraune Octodehydrotetraguajacol entsteht, welches sich sowohl
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makroskopisch als auch photometrisch leicht nachweisen lässt. Wie bereits deutlich wurde,

werden Peroxidasen in der Regel entsprechend ihrer Substratspezifität benannt. Häufig ist

jedoch die Spezifität nur schwer zu ermitteln, da die meisten Peroxidasen in vitro fast alle der

Abb. 1.1: Chemische Formel von Guajacol.

genannten Substrate umsetzen können (De Marco et al., 1999). Aufgrund dieses

Charakteristikums werden Peroxidasen der Klasse III in der Literatur meistens als

Guajacolperoxidasen bezeichnet.

Glutathionperoxidasen zeigen eine hohe Affinität zu reduziertem Glutathion (GSH) und

bilden eine Sonderform der pflanzlichen Peroxidasen, da sie neben der Reduktion von

Wasserstoffperoxid auch organische Hydroperoxide und Lipidhydroperoxide umsetzen

können (Chaudiere und Tappel, 1983; Flohe und Gunzler, 1984). Aufgrund dieser

Substratspezifität wurden sie in der Literatur teilweise auch als Phospholipidhydroperoxid-

Glutathionperoxidasen (PHGPX) bezeichnet (Kang et al., 2004).

Neben der katalytischen Umsetzung unterschiedlicher Substrate in Gegenwart von

Wasserstoffperoxid sind Peroxidasen in der Lage, Substanzen wie NAD(P)H, Dithiothreitol,

Dihydroxyfumarat oder das Auxin Indol-3-essigsäure (Indole acetic acid, IAA) unter

Sauerstoffverbrauch zu oxidieren (Krylov und Dunford, 1996; Hauser und Ohlsen, 1996;

Penel und Castillo, 1991). Die genauen enzymatischen Abläufe sind teilweise noch

unbekannt. Sie werden als Peroxidase-Oxidasereaktionen bezeichnet und sind

ungewöhnlich, da sie nichtlineares dynamisches Verhalten wie Bistabilitäten, Oszillationen

und Chaos zeigen (Olsen et al., 2001; Krylov und Dunford, 1996). Die Startreaktion verläuft

wahrscheinlich nichtenzymatisch und basiert auf der Bildung von Starterradikalen bzw. einer

Autooxidation des Substrates in Gegenwart von Sauerstoff. Als Teil der ablaufenden

Zwischenreaktionen reagiert die Ferriperoxidase mit Superoxidanionen (O2
-•) bzw. die

Ferroperoxidaseform mit Sauerstoff. Es entsteht PO-ox-III, die bei der kinetisch am besten

charakterisierten Peroxidase, der Peroxidase C aus Meerrettich (Horseradish peroxidase,

HRP C; Armoracia rusticana L.), eine wesentlich geringere Reaktivität für die Donorsubstrate

besitzt als PO-ox-I und PO-ox-II. Der Komplex zerfällt langsam in Ferriperoxidase, O2
-• und

H2O2. Als Gesamtreaktion kann für NADH die folgende Reaktionsgleichung angegeben

werden:

OH

OCH3
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2 NADH  +  O2  +  2 H+   →   2 NAD+  +  2 H2O                                 (6)

Als toxische Nebenprodukte dieser Reaktion können jedoch große Mengen an H2O2

und/oder O2
-• produziert werden. Ein Prozess der in vivo über Effektoren kontrolliert und

gezielt eingesetzt wird (Krylov und Dunford, 1996).

1.1.4 Peroxiredoxine

In den letzten zwei Jahrzehnten wurde eine neue Klasse pflanzlicher Peroxidasen entdeckt

und charakterisiert, die sogenannten Peroxiredoxine (Dietz, 2003; McGonigle et al., 1998).

Sie bilden eine Familie von thiolspezifischen Proteinen, welche ähnlich wie pflanzliche

Glutathionperoxidasen nicht nur H2O2, sondern auch andere Peroxide wie Peroxinitrit und

Hydroperoxide (Echalier et al., 2005; Baier und Dietz, 1996) reduzieren können. Sie werden

daher in der Literatur manchmal auch als Thiolperoxidasen bezeichnet. Seit 1988 das erste

Peroxiredoxin aus Hefe beschrieben wurde, wurden zahlreiche weitere Enzyme dieses Typs

in Bakterien, Säugern und Pflanzen identifiziert (Wood et al., 2003; Dietz, 2003; Hofmann et

al., 2002; Kim et al., 1988). Ein ungewöhnliches Charakteristikum ist das Fehlen einer

prosthetischen Gruppe. Das aktive Zentrum wird von einem oder zwei Cysteinresten

gebildet. Ein konservierter Cysteinrest oder zwei Cysteinreste, welche eine intramolekulare

Disulfidbrücke formen, reagieren mit einem Hydroperoxid und werden anschließend durch

ein thiolhaltiges Substrat regeneriert. Bei der tierischen thioredoxinabhängigen

Peroxidreduktase befinden sich in unmittelbarer Nähe zu dieser intramolekularen

Disulfidbrücke vier Phenylalaninreste, welche ein delokalisiertes π-Elektronensystem bilden.

Diese stellen das Äquivalent zur Hämgruppe anderer Peroxidasen dar. Die Regeneration der

Enzyme kann je nach Reaktionsmechanismus durch Cyclophilin, Liponsäure, Glutathion

oder verschiedene Disulfidoxidoreduktasen erfolgen.

Je nach Redoxstatus der Proteine, der herrschenden Ionenstärke und des pH-Wertes liegen

Peroxiredoxine in verschiedenen oligomeren Formen vor. Neben Homodimeren treten

Dekamere auf. Ein kürzlich kristallographisch aufgeklärtes dimeres Peroxiredoxin aus

Balsampappel (Populus trichocarpa L.) enthielt pro Untereinheit sieben zentrale β-Faltblätter,

welche von fünf α-Helices umgeben waren (Echalier et al., 2005), und enthüllte damit weitere

strukturelle Unterschiede zwischen Peroxiredoxinen und Hämperoxidasen höherer Pflanzen.
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1.1.5 Funktionen

1.1.5.1 Allgemeine Funktionen

So groß die Anzahl an Peroxidaseisoformen in einer Pflanzenzelle ist, so vielfältig sind die

von diesen Enzymen vermittelten Funktionen (Passardi et al., 2005; Shigeoka et al., 2002;

Hiraga et al., 2001). Eine der Hauptfunktionen extrazellulärer, pflanzlicher Peroxidasen ist

ihre Beteiligung an der Polymerisierung und Depolymerisierung von Zellwandkomponenten.

Während die von holzabbauenden Pilzen sekretierten Ligninperoxidasen und

manganabhängigen Peroxidasen einen Ligninabbau bewirken (Gold und Alic, 1993), dienen

pflanzliche Peroxidasen der Ligninsynthese und Quervernetzung von Suberinmonomeren

zur Verholzung bzw. Korkbildung in und an den Zellwänden (Bernards et al., 2004; Li et al.,

2003; Quiroga et al., 2000; Bernards et al., 1999). Pflanzliche Peroxidasen katalysieren den

ersten Schritt der Lignifizierung, indem sie bestimmte phenolische Alkohole, die sogenannten

Monolignole 4-Hydroxyzimt-, Coniferyl- und Sinapylalkohol, zu Phenoxylradikalen umsetzen.

Die entstehenden Radikale können Dimere, Trimere und größere Oligomere bilden (Ralph et

al., 2004a; Ros Barceló et al., 2004; Sasaki et al., 2004; Takahama und Oniki, 1996). Die

diesem Prozess folgenden Schritte der Ligninsynthese werden ebenfalls durch Beteiligung

von Peroxidasen vermittelt, wobei das für die Reaktionen benötigte H2O2 von den Enzymen

selbst produziert wird (Christensen et al., 1998; Alba et al., 1996; Christensen et al., 1996).

Neben löslichen apoplastischen sind auch zellwandassoziierte Peroxidasen an der

Lignifizierung beteiligt, welche in vivo an die Pektine der Zellwand gebunden vorliegen sollen

(Carpin et al., 2001; Penel et al., 1996). Möglicherweise sind diese Enzyme in Gegenwart

von Calciumionen über elektrostatische Bindungen mit Polygalacturonsäure, dem

Hauptbestandteil der Pektine, verknüpft. Neben der Lignifizierung und Suberinisierung sind

Peroxidasen an der Assoziation von Monolignolen an Zellwandpolysaccharide und der

intramolekularen Vernetzung von Polysacchariden, hauptsächlich von Cellulose und

Pektinen, durch Bildung von Diferulatbrücken beteiligt (Ralph et al., 2004b; Iiyama et al.,

1994). Darüber hinaus wurde eine Reihe von Extensinperoxidasen aus verschiedenen

Pflanzenarten isoliert, welche hydroxyprolinreiche Glykoproteine der Zellwand, die

Extensine, durch Verknüpfung von Tyrosinresten und möglicherweise auch Lysinresten

vernetzen (Ralph et al., 2004b; Fry, 2004; Price et al., 2003; Schnabelrauch et al., 1996). Auf

diese Weise spielen Peroxidasen wahrscheinlich eine Schlüsselrolle während der

Zellwandbildung und in der Kontrolle der Zellwandplastizität während der Zellstreckung

(Hoson et al., 1995). Darüber hinaus wurde kürzlich eine Beteiligung von Peroxidasen an der

Zellwandlockerung diskutiert, welche für die Dehnbarkeit bzw. Streckung der Zelle sowie für

die Fruchtreifung und Abszission von Organen notwendig erscheint (Liszkay et al., 2003).

Eine peroxidasevermittelte Bildung von Hydroxylradikalen an der Zellwand und eine daraus
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resultierende Spaltung von Zellwandpolysacchariden wurde ebenfalls postuliert (Schweikert

et al., 2000; Fry, 1998).

Peroxidasen spielen eine regulatorische Rolle im Phytohormonstoffwechsel, da sie an der

Ethylenbiosynthese und am Auxinkatabolismus beteiligt sind (Jimenez et al., 1998; Gazaryan

et al., 1996, Campa et al., 1991). Einige Peroxidasen sind in der Lage das Auxin IAA als

Substrat umzusetzen. Darüber hinaus konnten Korrelationen zwischen Peroxidaseaktivitäten

und Wachstum bzw. Alter eines Gewebes festgestellt werden. So resultiert eine

Unterexpression von Peroxidasen bei Tabakpflanzen in gesteigertem Wachstum, frühzeitiger

Blühinduktion und anderen Veränderungen des Phänotyps, die normalerweise auf hohe

endogene Auxingehalte zurückzuführen sind (Lagrimini, 1996 , Ludwig-Müller et al., 1990).

Peroxidasen spielen eine Rolle beim Übergang der Pflanze von der Skoto- zur

Photomorphogenese, d. h. dem Übergang von unterirdischem zu überirdischem Wachstum

(Jackson et al., 1996), und werden mit Seneszenzprozessen in Verbindung gebracht (Oh et

al., 1997; Abeles et al., 1988).

Haloperoxidasen, wie beispielsweise Iodo- oder Bromoperoxidasen aus Braunalgen, sind für

die Halogenierung organischer Substanzen verantwortlich (Almeida et al., 1996). Eine

wahrscheinlich an der Innenseite des Tonoplasten lokalisierte basische Peroxidase aus

Blättern des Madagaskar-Immergrüns (Catharanthus roseus (L.) G. DON.) ist in die Synthese

von Indolalkaloiden involviert, deren Zwischenprodukte über einen peroxidasevermittelten

Ion-trap–Mechanismus in die Vakuole transportiert werden (Sottomayor et al., 2004; 1996).

Andere Peroxidasen werden mit dem enzymatischen Braunwerden von Früchten in

Verbindung gebracht (Richard-Forget und Gauillard, 1996). Phenolische Substanzen werden

zu Chinonen umgesetzt, die zu braunen, roten oder schwarzen Pigmenten polymerisiert

werden. Peroxidasen aus Capsicum-Arten sind an der Biosynthese von Capsaicinoiden, d.h.

Säureamiden verzweigter Fettsäuren (C9 - C11) und Vanillylaminen, beteiligt, welche für die

Schärfe von Früchten des Pfeffers sowie von Chilipflanzen verantwortlich sind (Díaz et al.,

2004). Darüber hinaus werden Peroxidasen mit dem Chlorophyllabbau in Verbindung

gebracht (Yamauchi et al., 2004).

Die Hauptfunktion der plasmamembrangebundenen, humanen Thyroidperoxidase liegt in der

Synthese der Schilddrüsenhormone Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3). Die Synthese der

Hormone erfolgt durch Iodierung und Verknüpfung von Tyrosinresten der Hormonvorstufe

Thyroglobulin (Niccoli-Sire et al., 2001).
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Ascorbat- und Glutathionperoxidasen sind als Radikalfänger (Scavenger) an der Kontrolle

aktiver Sauerstoffspezies (Active oxygen species, AOS) und an der Reparatur von

Biomembranen beteiligt (Asada, 1992). Diese Schutzfunktion gegen oxidativen Stress üben

sie vor allem im Cytosol und in den Chloroplasten aus (Herbette et al., 2005; Yabuta et al.,

2002; De Gara et al., 1996). Trotz ihres Reichtums an Catalasen kommen

Ascorbatperoxidasen auch in Glyoxysomen und Peroxisomen vor. Da Ascorbatperoxidasen

eine fast 1000fach höhere Affinität für H2O2 haben als Catalasen und in der Lage sind, ihre

Aktivität als Antwort auf die unterschiedlichsten Streßbedingungen zu erhöhen, werden sie

als Schlüsselenzyme in der Entgiftung von AOS angesehen (De Gara et al., 1996).

Abb. 1.2: Entgiftung von AOS an der Thylakoidmembran.

Die photosynthetischen Komplexe und Elektronenflüsse sind in violett dargestellt. Die unter optimalen
physiologischen Bedingungen bzw. unter oxidativem Stress AOS entgiftenden Systeme (AOS
scavenging systems) wurden grün bzw. rot markiert (Details siehe Text; De Gara, 2004). Die frei im
Stroma diffundierende Ascorbatperoxidase wurde nicht dargestellt. Dieses Enzym ist ebenfalls an der
Entgiftung des entstehenden Wasserstoffperoxids beteiligt. APX, Ascorbatperoxidase; ASC/AFR,
Ascorbat/freies Ascorbatradikal; cyt b6/f, Cytochrom-b6-f-Komplex; Fd, Ferredoxin; FNR, Ferredoxin-
NADPH-Oxidoreduktase; NADH DH, eine dem mitochondrialen Komplex I ähnliche NADH-
Dehydrogenase; PQ/PQH2, Plastochinon/Plastohydrochinon; POD, Hydrochinonperoxidase; PS I,
Photosystem I; PS II, Photosystem II; SOD, Cu-Zn-Superoxiddismutase.

Die Photosynthese ist eine der möglichen Produktionsstellen für AOS. So wurde geschätzt,

dass sogar unter optimalen Bedingungen 3 – 27 % des gesamten Elektronenflusses von

Chloroplasten an die univalente Reduktion von Sauerstoff (O2) „verschwendet“ werden

(Badger, 1985). Da die potentielle AOS-Produktion unter nicht-optimalen Bedingungen stark

ansteigt, sind umfangreiche Schutz- und Reparatursysteme vorhanden (De Gara, 2004).

Unter anderem liegen in Chloroplasten verschiedene Ascorbatperoxidasen vor. Zum einen

finden sich lösliche, frei im Stroma diffundierende Enzyme, zum anderen wurde die bereits

erwähnte thylakoidgebundene Ascorbatperoxidase identifiziert, die wahrscheinlich in der
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Nähe von Photosystem I an die Stromathylakoidmembran gebunden vorliegt (Yoshimura et

al., 1998, Asada et al., 1996). Ein anderes Enzym, die chloroplastidäre Superoxiddismutase

(SOD), ist ebenfalls mit der Thylakoidmembran assoziiert und entgiftet an Photosystem I

gebildete Superoxidanionen. Zusätzlich wurde eine Klasse-III-Peroxidase mit einer hohen

Affinität für Hydrochinone identifiziert, welche ebenfalls mit der Thylakoidmembran assoziiert

zu sein scheint und möglicherweise Plastochinon als natürliches Substrat umsetzt (Zapata et

al., 1998; Laloue et al., 1997). Die Aktivität dieser Hydrochinonperoxidase wird durch

photooxidativen Stress gesteigert (Casano et al., 1999). Das Enzym wird anders reguliert als

die thylakoidgebundene Ascorbatperoxidase (De Gara, 2004; Murgia et al., 2004; Yabuta et

al., 2002). Die Hydrochinonperoxidase ist Teil eines Enzymkomplexes, welcher für die

sogenannte Chlororespiration verantwortlich und in den eine chloroplastidäre NADH-

Dehydrogenase involviert ist (Casano et al., 2000). Die Bezeichnung Chlororespiration

beschreibt eine putative respiratorische Elektronentransportkette der Thylakoidmembran,

welche mit der photosynthetischen Elektronentransportkette in Interaktion stehen soll (Peltier

und Cournac, 2002). Abb. 1.2 zeigt ein Modell für die Lokalisierung und Funktion der

membrangebundenen Peroxidasen in Chloroplasten. Da sowohl in den Thylakoidreaktionen

der Photosynthese als auch als Nebenprodukt der von der SOD katalysierten

Entgiftungsreaktion H2O2 entsteht, ist diese Mikrokompartimentierung der

membrangebundenen Peroxidasen an den Orten, an denen diese Substanzen gebildet

werden, eine elegante Lösung (Tarantino et al., 2005; Asada et al., 1996). Der

photosynthetische Apparat kann auf diese Weise optimal geschützt werden. Die

Cytochrom-c-Peroxidase aus Hefe ist an der mitochondrialen Elektronentransportkette

beteiligt, wo sie wahrscheinlich eine Schutzfunktion gegen toxische Peroxide ausübt

(Welinder, 1992). Bakterielle Catalaseperoxidasen scheinen das Bakterium vor oxidativem

Streß zu schützen (Welinder 1991). Zhang et al. (1992) stellten fest, dass eine Mutation des

KatG-Gens, welches für eine Catalaseperoxidase in Mycobacterium tuberculosis kodiert,

eine Resistenz gegen Isoniazid vermittelt. Isoniazid ist ein wichtiges Tuberkulose-

medikament. Glutathionperoxidasen und Peroxiredoxine werden als Antioxidanzien

angesehen, welche durch Zerstörung von Alkylhydroperoxiden zusätzliche

Entgiftungsreaktionen vermitteln können (Yoshimura et al., 2004; Dietz, 2003; McGonigle et

al., 1998).

1.1.5.2 Stressinduzierte Funktionen

Pflanzliche Peroxidasen üben ihre verschiedenen Funktionen nicht nur entwicklungs- und

gewebespezifisch aus. Die Expression und/oder Aktivitätssteigerung vieler Peroxidasen

erfolgt stressinduziert (Hiraga et al., 2001; Campa, 1991). Wirksame Faktoren sind
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beispielsweise Salz-, Ozon- und Schwermetallstress, Verwundungen und/oder

Pathogenbefall (Garcia et al., 1996, Ranieri et al., 1996, Scott-Craig et al., 1995, Botella et

al., 1994). In Seerosen (Nymphaeaceae) wurden Peroxidasen mit der Entgiftung von

Schwermetallen in Verbindung gebracht (Lavid et al., 2001). Dort scheinen sie an der

Synthese von phenolischen Polymeren beteiligt zu sein, in welche Cadmium eingelagert

wird. In Raps (Brassica napus L.) spielen Peroxidasen eine Rolle beim Abbau des toxischen

Pestizids 2,4-Dichlorphenol (Agostini et al., 2003). Darüber hinaus können diese Enzyme

aufgrund ihrer sensitiven Reaktion auch als Biomarker für atmosphärische Umwelt-

verschmutzung dienen (Passardi et al., 2005).

Verwundungsstress wird in Pflanzen durch zahlreiche biotische und abiotische Faktoren

ausgelöst, auf welche die Pflanze mit Reparatur- und Abwehrmechanismen gegen

Pathogene und Herbivoren reagiert. In verschiedenen Pflanzenarten wurden Peroxidasen

beschrieben, deren Aktivität oder mRNA-Gehalte im Anschluss an mechanische

Verletzungen gesteigert werden (Ref. in Hiraga et al., 2001). Experimente mit

Methyljasmonat, Abscisinsäure, Salicylsäure und Ethylen deuten in diesem Zusammenhang

auf die Existenz unterschiedlicher Signaltransduktionsketten zur Induktion von

Peroxidasegenen hin (Allison und Schultz, 2004; De Obeso et al., 2003; Roberts und

Kolattukudy, 1989). Verschiedene Arten von Verwundung induzierten unterschiedliche

Peroxidasen (Hiraga et al., 2000a). Im Rahmen der Wundheilung findet eine peroxidase-

vermittelte, stressinduzierte Suberinisierung der verletzten Gewebebereiche statt (Bernards

et al., 1999; Espelie et al., 1986). Weiterhin werden einige Peroxidasen bei der Ausbildung

von Symbiosen wie den Wurzelknöllchen von Leguminosen sowie von Mykorrhiza spezifisch

exprimiert (Ref. in Passardi et al., 2005).

Eine äußerst wichtige Funktion von Peroxidasen ist ihre Beteiligung an der Pathogenabwehr.

Zahlreiche Peroxidasen der pflanzlichen Zelle werden bei Infektionen durch Pilze (Harrison

et al., 1995; Thordal-Christensen et al., 1992), Bakterien (Rasmussen et al., 1995; Reimers

et al., 1992), Viren (Hiraga et al., 2000b; Lagrimini und Rothstein, 1987) und Viroide induziert

(Vera et al., 1993). Proteine, welche bei Pathogenbefall der Pflanzenzelle neu gebildet

werden und in Abwehrprozesse oder ähnliche Reaktionen involviert sind, werden als

PR-Proteine (pathogenesis-related proteins) bezeichnet. Spezifisch pathogeninduzierte

Peroxidasen werden daher auch als PR-9-Proteine katalogisiert (Hiraga et al., 2001; Chittoor

et al., 1999). Durch Umsetzung zahlreicher Prozesse können Peroxidasen Resistenzen

gegen Krankheitserreger und pflanzliche Parasiten vermitteln (Castillejo et al., 2004; Simons

und Ross, 1970). Auch in Mais wurden durch vergleichende Analysen von anfälligen und

krankheitsresistenten Maislinien mehrfach Peroxidasen mit Resistenzen gegen Insekten und
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verschiedene infektiöse Pilzarten in Verbindung gebracht (Dowd und Johnson, 2005; Dowd

et al., 1997; Shimoni et al., 1991; Brad et al., 1974; Macri et al., 1974). Neben der

entwicklungsspezifisch auftretenden Ligninsynthese kommt es bei Pathogenbefall zu einer

stressinduzierten, peroxidasevermittelten Polymerisierung von Zellwandsubstanzen, um die

Stabilität der Zellwand an gefährdeten Stellen zu erhöhen (Hilaire et al., 2001; Jackson et al.,

1996). Auch bei Pathogenbefall werden nicht nur Lignin und Suberin, sondern auch

Polysaccharide und hydroxyprolinreiche Glykoproteine miteinander vernetzt. Gleichzeitig

können aus phenolischen Substanzen Produkte gebildet werden, die antibakteriell, antiviral

sowie fungizid wirken oder als Fraßschutz gegen Insekten dienen (Kristensen et al., 2004;

Kobayashi et al., 1996). Abwehrsubstanzen, die als Antwort auf einen Pathogenbefall

gebildet werden, werden als Phytoalexine bezeichnet (Pedreño et al., 1996). Darüber hinaus

werden Peroxidasen mit dem sogenannten oxidativen Burst und der Hyper-

sensitivitätsreaktion in Verbindung gebracht (Delannoy et al., 2003; Bolwell et al., 2002;

Martinez et al., 1998). Die Hypersensitivitätsreaktion ist eine spezielle Form des

programmierten Zelltods einer oder mehrerer Zellen, um die Ausbreitung eines Pathogens im

Organismus zu verhindern (Lüthje et al., 2000, Bolwell et al., 1998).

Der oxidative Burst ist eine massive Produktion von AOS, welcher sowohl bei Säugern als

auch bei Pflanzen als Antwort auf einen Pathogenangriff und verschiedene abiotische und

biotische Stressfaktoren auftritt (Mika et al., 2004; Lüthje et al., 2000; Bolwell et al., 1998).

Als Teil des Immunsystems wird der oxidative Burst bei Säugern durch einen

transmembranen Enzymkomplex, den sogenannten NADPH-Oxidasekomplex, erzeugt, der

in speziellen weißen Blutkörperchen, den neutrophilen Phagolysosomen, lokalisiert ist

(Henderson, 1998, Segal et al., 1998). Diese Leukozyten phagozytieren Pathogene und

zerstören sie anschließend mit einem Gemisch aus Verdauungsenzymen, AOS und anderen

toxischen Substanzen (Henderson und Chappell, 1996). Der für die AOS–Produktion

verantwortliche NADPH-Oxidasekomplex gehört zur Flavocytochrom-b-Familie und besteht

aus einem Heterodimer (gp91phox, p22phox), welches über cytosolische Komponenten und

G-Proteine reguliert und durch den Inhibitor Diphenylenjodonium (DPI) gehemmt wird. Die

durch einen transmembranen Elektronentransport am NADPH-Oxidasekomplex

synthetisierten Superoxidanionenradikale (O2
-•) werden unter Beteiligung einer löslichen

Myeloperoxidase und weiterer Enzyme zu H2O2, hypochloriger Säure, Chloraminen und

Hydroxylradikalen (OH•) umgesetzt. Alle entstehenden Substanzen sind für die

phagozytierten Pathogene äußerst toxisch. Neben der NADPH-Oxidase der Neutrophilen

finden sich in humanen Zellen PM-gebundene Dualoxidasen, d.h. NADPH-Oxidasen, welche

eine zusätzliche Domäne mit Peroxidaseaktivität enthalten und unter anderem die

Vernetzung von Tyrosinresten der extrazellulären Matrix katalysieren (Edens et al., 2001;

Lüthje et al., 2000).
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In vielerlei Hinsicht ähnelt der oxidative Burst von Pflanzen dem der Neutrophilen. In

Pflanzen scheinen jedoch in verschiedenen Spezies unterschiedliche Mechanismen zu

existieren (Mika et al., 2004; Able et al., 2000; Bolwell et al., 1998; Papadakis und

Roubelakis-Angelakis, 1999). Neben extrazellulären Amin- und Oxalatoxidasen sowie

intrazellulären Enzymen der Mitochondrien, Chloroplasten und Peroxisomen, welche als

mögliche Quellen für die Bildung von AOS in Frage kommen, wurden bisher zwei

dominierende Modelle entwickelt: Pflanzen wie die Damaszener Rose (Rosa damascena

MILL.) zeigten als Antwort auf einen Pathogenbefall bzw. einen Kontakt der Zelle mit

Elizitoren, einen oxidativen Burst, bei dem sowohl O2
-• als auch H2O2 freigesetzt wurden

(Bolwell et al., 1998). Elizitoren sind natürlich vorkommende oder künstliche Substanzen, die

von Pflanzen als pathogenzugehörig oder –produziert erkannt werden. Da dieser oxidative

Burst unter anderem durch DPI gehemmt wurde und an der PM lokalisiert zu sein schien,

wurde in vielen Publikationen ein pflanzlicher NADPH-Oxidasekomplex postuliert (Torres et

al., 1998, Desikan et al., 1998, Groom et al., 1996, Auh und Murphy, 1995). Obwohl in

mehreren Pflanzenarten homologe Gene (Respiratory burst oxidase homologs, Rboh) zur

katalytischen Untereinheit der NADPH-Oxidase der Säugerzellen (gp91phox) nachgewiesen

wurden, konnten deren Expressionsprodukte an der pflanzlichen PM bis heute nicht

schlüssig bewiesen werden (Mika et al., 2004; Lüthje et al., 2000; Murphy et al. 1998).

Als alternative Möglichkeit zur Produktion von AOS wurde in Gartenbohne (Phaseolus

vulgaris L.), Weinrebe (Vitis vinifera L.) und anderen Pflanzen eine Beteiligung von

Peroxidasen am oxidativen Burst in vivo nachgewiesen (Bolwell et al., 2002; Bolwell, 1999;

Papadakis und Roubelakis-Angelakis, 1999). Wie bereits erwähnt, können Peroxidasen nicht

nur H2O2 entgiften, sondern sie können auch AOS produzieren. Die elizitorinduzierte

Pathogenantwort dieser Pflanzen wird unter anderem durch Peroxidaseinhibitoren wie

Cyanid bzw. Azid gehemmt und ist teilweise DPI-unabhängig. Es wird in der Regel

ausschließlich H2O2 freigesetzt. Als essentieller Bestandteil der zum oxidativen Burst

führenden Signaltransduktion kommt es zu einer Alkalisierung des Apoplasten, wobei pH-

Werte zwischen pH 7,0 und 7,2 erreicht werden. In Gartenbohne wurde als mögliche Quelle

für die Produktion der AOS eine zellwandgebundene Peroxidase (46 kDa) identifiziert, deren

pH-Optimum für die Bildung von H2O2 in Gegenwart zugegebener Substrate oder

apoplastischer Flüssigkeit elizitorbehandelter Zellen im neutralen Bereich liegt (Bolwell und

Wojtaszek, 1997, Bolwell et al., 1995). Eine Antisense-Expression dieser Peroxidase führte

in Arabidopsispflanzen zu einer verstärkten Anfälligkeit für infektiöse Bakterien und Pilze

(Bolwell et al., 2002). Die hierdurch in Arabidopsis vermindert exprimierte Peroxidase wurde

jedoch noch nicht identifiziert.
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Neben der bisher postulierten antimikrobiellen Wirkung des oxidativen Bursts sowie des

Bedarfs an AOS zur Vernetzung von Zellwandkomponenten kristallisierte sich in den letzten

Jahren eine weitere Funktion von H2O2 heraus. Wie immer mehr Beweise zeigen, scheint

H2O2 eine Schlüsselrolle in der pflanzlichen Signaltransduktion einzunehmen (Gechev und

Hille, 2005; Laloi et al., 2004; Neill et al., 2002; Dat et al., 2000). Die H2O2-vermittelte

Signaltransduktion reguliert Stomataschließbewegungen, das Wachstum von Wurzeln, den

Gravitropsmus und die Pathogenabwehr. Viele abiotische oder biotische Stressfaktoren

aktivieren eine Signalkaskade, in welche H2O2, Stickstoffmonoxid (NO), Salicylsäure, Ca2+

und eine Reihe anderer Faktoren involviert sind (Ref. in Mika et al., 2004). Diese führt zu

verschiedenen Abwehrreaktionen und kann in einer systemisch erworbenen Resistenz der

Pflanze (Systemic acquired resistance, SAR) resultieren (Durner et al., 1998; Lopez-Delgado

et al., 1998; Shirasu et al., 1997; Schwacke und Hager, 1992). In höheren Pflanzen werden

mitogenaktivierte Proteinkinase-(MAPK)-Kaskaden und Calciumkanäle durch H2O2 aktiviert

(Kroj et al., 2003; Chico et al., 2002; Desikan et al., 1999). Darüber hinaus scheint die

Transkription mehrerer pathogeninduzierter Gene durch AOS kontrolliert zu werden (Desikan

et al., 2001; Levine et al., 1994).

Die Peroxidaseaktivitäten in der Zellwand und den Endomembransystemen der Zellen

höherer Pflanzen steigen während des oxidativen Bursts hauptsächlich dort an, wo ein

Pathogenangriff stattfindet (McLusky et al., 1999; Bestwick et al., 1998; Cadena-Gomez et

al., 1987). Eine plasmamembrangebundene Peroxidaseaktivität wäre in diesem

Zusammenhang von großem Interesse und wurde tatsächlich an der Außenseite der PM

verschiedener Spezies gefunden (Mika, 2001; Vianello und Macri 1991). Eine solche

Peroxidase wäre analog zur humanen NADPH-Oxidase in der Lage, AOS direkt an der

Membran zu bilden und/oder könnte einen durch eine apoplastische Peroxidase generierten

oxidativen Burst unterstützen. Dies wäre sinnvoll, da die PM die letzte äußere Barriere der

Zelle gegen eindringende Pathogene darstellt und die Schnelligkeit der AOS-Produktion eine

de novo Synthese von Proteinen ausschließt. Damit ist die vorhandene Anzahl an

Peroxidasen vor Ort entscheidend für die Stärke der AOS-Produktion (Bolwell et al., 1999).

Die von einer plasmamembrangebundenen Peroxidase generierten AOS und das

möglicherweise gleichzeitig von anderen Enzymen produzierte O2
-• könnten dabei

unterschiedlichen Zwecken dienen (Bérczi und Møller, 2000; Lüthje et al., 2000).

Durch einen oxidativen Burst können im Inkubationsmedium von Pflanzenzellen H2O2-

Konzentrationen von 10 - 100 µM erzeugt werden (Küpper et al., 2001; Bolwell et al., 1998;

Kauss und Jeblick, 1996). Diese Konzentrationen sind hoch genug, um das Wachstum von

Pilzen oder Bakterien zu hemmen (Xenopoulos und Bird, 1997; Peng und Kuc, 1992). Neben

dem Entstehen von H2O2 aufgrund zellulärer Prozesse sowie durch externe Quellen im



1. EINLEITUNG 16

Zusammenhang mit Pflanzen-Pathogen-Interaktionen (Bolwell et al., 2002; Schützendübel

und Polle, 2002; Jackson und Taylor, 1996; Schraudner et al., 1996) können hierdurch

massive Belastungen für die pflanzliche PM entstehen. Das Plasmalemma hat einen hohen

Anteil an sehr langkettigen und vielfach ungesättigten Fettsäuren (Bohn et al., 2001),

wodurch die Membran unter oxidativem Stress sehr anfällig für eine Lipidperoxidation ist

(Jalloul et al., 2002; Rawyler et al., 2002; Quartacci et al., 2001; Qiu und Liang, 1995) und es

zu einer Veränderung der Membranpermeabilität kommen kann (Cakmak et al., 1987).

Cytochrom P-450 oder Cytochrom b5, welche am Fettsäurestoffwechsel beteiligt sind,

konnten in der pflanzlichen PM nicht nachgewiesen werden (Lüthje et al., 2005; Bérczi und

Møller, 2000; Asard et al., 1998). Coenzym Q10 oder Tocopherole, die als Radikalfänger in

Biomembranen fungieren, konnten im Plasmalemma ebenfalls nicht detektiert werden.

Dieser Befund weist auf alternative Schutzmechanismen hin (Döring et al., 1998). An der PM

lokalisierte Peroxidasen wären daher möglicherweise nicht nur in der Lage AOS zu

produzieren, sondern könnten entstehendes H2O2 direkt am Entstehungsort entgiften, um

einen optimalen Schutz der Membran zu gewährleisten. Sie könnten sogar ähnlich der für

chloroplastidäre Ascorbatperoxidasen postulierten Mikrokompartimentierung ganz gezielt

bestimmte funktionelle Bereiche der Membran schützen (Mika et al., 2004). Viele

Peroxidasen des sektretorischen Stoffwechselweges erfüllen multiple Funktionen (Hiraga et

al., 2001). Daher könnte eine PM-gebundene Peroxidase auch in zahlreiche der

dargestellten Prozesse involviert sein.

Grundsätzlich ist es jedoch selbst bei genauer Kenntnis der Lokalisierung schwierig, die

Funktion(en) von Peroxidasen zu ermitteln. Die Gründe hierfür sind hauptsächlich die große

Anzahl nah verwandter Isoenzyme, die breite Substratspezifität, die vielen möglichen

Funktionen und die Fähigkeit anderer Isoformen in Knock-out-Experimenten die

entsprechende Funktion zu übernehmen (Hiraga et al., 2001; De Marco et al. 1999,

Christensen et al., 1996).
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1.1.6 Peroxidaseaktivitäten an der pflanzlichen Plasmamembran

Obwohl zahlreiche lösliche intrazelluläre und extrazelluläre Peroxidasen detailliert

charakterisiert wurden (Shigeoka et al, 2002; Hiraga et al., 2001), ist wenig über

membrangebundene Enzyme, insbesondere PM-gebundene Peroxidasen, bekannt. An der

pflanzlichen PM wurden in den 1980er und 1990er Jahren wiederholt Peroxidaseaktivitäten

beschrieben (Vianello et al., 1997; Zancani et al., 1995; De Marco et al., 1995; Ludwig-Müller

und Hilgenberg, 1992; Ludwig-Müller et al., 1990; Pantoja und Willmer, 1988; Askerlund et

al, 1987; Møller und Bérczi, 1986), allerdings konnten für diese Arbeiten Verunreinigungen

durch adsorbierte, lösliche cytosolische oder apoplastische Proteine nicht ausgeschlossen

werden. Für diese PM-gebundene Enzymaktivität wurden zahlreiche Funktionen postuliert.

So wurde unter anderem eine Beteiligung dieser Peroxidase an der Biosynthese des

Wachstumshormons IAA, der Schwermetallresistenz, der Produktion von AOS und der

Entgiftung von H2O2 zum Schutz der Plasmamembran diskutiert (Vianello et al., 1997;

Ludwig-Müller und Hilgenberg, 1992; Vianello und Macri, 1991).

Bereits 1982 beschrieb Lin einen gesteigerten Sauerstoffverbrauch durch intakte

Protoplasten aus Maiswurzeln in Gegenwart von extrazellulärem NADH. Pantoja und Willmer

(1988) erhielten ähnliche Ergebnisse mit Protoplasten aus Schließzellen der Taublume

(Commelina communis L.) in Gegenwart von NAD(P)H. PM-Vesikel aus verschiedenen

Pflanzenarten und Geweben zeigten NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten, welche mit denen von

Peroxidasen vergleichbar waren (Sagi und Fluhr, 2001; Zancani et al., 1995; De Marco et al.,

1995; Vianello et al., 1990; Askerlund et al., 1987; Møller und Bérczi, 1986).

NADH-Oxidaseaktivitäten von PM aus Blumenkohl (Brassica oleracea L.) konnten durch

phenolische Substanzen stimuliert und durch klassische Effektoren von Peroxidasen, wie

Catalase, SOD, KCN oder Azid, gehemmt werden (Askerlund et al., 1987). In Fraktionen

angereicherter PM aus Arabidopsis und Chinakohl (Brassica campestris L. subsp.

pekinensis) wurde eine Oxidation von Tryptophan in Gegenwart von H2O2 beschrieben

(Ludwig-Müller et al., 1990; Ludwig-Müller und Hilgenberg, 1992). Ungewaschene PM aus

Wurzeln der Sojabohne (Glycine max (L.) MERILL) zeigten eine Peroxidaseaktivität in

Gegenwart von o-Dianisidin, Guajacol und Ascorbat (Vianello et al., 1997). Diese

Ascorbatoxidation konnte durch phenolische Säuren, wie Kaffee- und Ferulasäure, intensiv

stimuliert werden. Die ermittelten Raten der Guajacol- oder o-Dianisidinoxidation wurden

durch CaCl2 gesteigert und durch Kaliumcyanid und Azid gehemmt.

Zusätzlich zu den dargestellten photometrischen Bestimmungen der Enzymaktivitäten

wurden Antikörper gegen apoplastische Peroxidasen genutzt, um mittels

Immunogoldlabelling und Elektronenmikroskopie PM-gebundene Peroxidasen in situ

nachzuweisen (Andrews et al., 2002; Crevecoeur et al., 1997, Penel und Castillo 1991, Hu et
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al. 1989). Askerlund et al. (1987) zeigten, dass das Vorhandensein von

Peroxidaseaktivitäten in PM-Präparationen hochgradig davon abhängig ist, ob und wie

intensiv die Membranen gewaschen werden.

Inzwischen konnte jedoch erstmals die Existenz von mindestens zwei membrangebundenen

Peroxidaseaktivitäten an PM aus Maiswurzeln experimentell belegt werden, deren Aktivitäten

eindeutig nicht auf lösliche adsorbierte oder periphere Proteine zurückzuführen waren (Mika,

2001). Durch eine Kationenaustauschchromatographie von CHAPS/Aminocaproinsäure-

solubilisaten erfolgte eine Trennung der PM-gebundenen Peroxidaseaktivität in zwei Peaks

(pmPOX1, pmPOX2). Diese pmPOX zeigten Guajacolperoxidaseaktivitäten mit

unterschiedlichen pH-Optima, Temperaturoptima und Thermostabilitäten. In einer

anschließenden Gelfiltration der Peakfraktionen wurde pmPOX2 in zwei weitere Peaks

aufgespalten (pmPOX2a, pmPOX2b). Sofern es sich nicht um verschiedene Protein-

Detergenzkomplexe desselben Proteins handelt, könnte dies auf die Existenz einer weiteren

PM-gebundenen Peroxidase hindeuten.
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1.2 Zielsetzung

Da PM-gebundene Peroxidasen höherer Pflanzen bisher kaum charakterisiert wurden und

diese Enzyme wesentlich an Zellwandmodifikationen, einer stressinduzierten AOS-

Produktion, der Zelldetoxifizierung und/oder der Reparatur der Membran beteiligt sein

könnten, ist eine detaillierte Untersuchung dieser Proteine von großem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit sollten die PM-gebundenen Peroxidaseaktivitäten anhand der

folgenden Teilaspekte charakterisiert werden:

1) Optimierung der Proteinreinigung und biochemische Charakterisierung

2) Identifizierung von Peptidsequenzen der Proteine

3) Bioinformatische Sequenzanalyse

Im Rahmen einer biochemischen Charakterisierung der Peroxidasen sollte zunächst durch

Optimierung des Reinigungsprotokolles geklärt werden, wie viele Isoenzyme in PM aus

Maiswurzeln tatsächlich vorliegen. Dazu sollten die Enzyme bezüglich ihres

Molekulargewichtes, prosthetischer Gruppen, Glykosylierung sowie Substratspezifität und

Effektoren untersucht werden, um die Peroxidasen nach Welinder et al. (1992) klassifizieren

zu können. Darüber hinaus sollte untersucht werden in wieweit PM-gebundene Peroxidasen

an einer DPI-sensitiven AOS-Produktion beteiligt sein könnten und ob das für Mais

postulierte ZmRboh1 in der PM nachweisbar ist.

Da die Vorarbeiten Hinweise auf mindestens zwei Peroxidasen lieferten, sollten die partiell

gereinigten Proteine massenspektroskopisch untersucht werden, um aus den ermittelten

Peptidsequenzen die Nukleinsäuresequenzen der PM-gebundenen Peroxidasen ableiten zu

können.

Durch bioinformatische Sequenzanalyse verfügbarer genomischer Nukleinsäuresequenzen

sollte die Genstruktur der pmPOX analysiert werden. Anhand der Aminosäuresequenzen

sollten Informationen über Homologien, Phylogenie, Klassifizierung und Struktur der

Peroxidasen abgeleitet werden. Darüber hinaus sollten die experimentell ermittelten

biochemischen Daten (molekulare Massen, isoelektrische Punkte, Glykosylierung) mit den

theoretischen Eigenschaften der Proteine verglichen werden. Durch Hydropathieplots sollten

mögliche transmembrane Domänen der Peroxidasen untersucht werden. Es sollte auch

geklärt werden, in wieweit die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung und

Sequenzierung Rückschlüsse auf die Lokalisation der pmPOX an der Innen- oder

Außenseite der Membran zulassen. Um Informationen über eine gewebespezifische
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Expression der pmPOX zu erhalten, sollten so weit möglich in silico Northern-Blot-Analysen

durchgeführt werden.



2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

Wasserstoffperoxid wurde von der Firma Roth (Karlsruhe, BRD), Saccharose von ICN

Biomedicals (Aurora, USA) und Dextran T500 von Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg,

BRD) bezogen. Glycerol, TEMED, Ammoniumpersulfat und der Farbstoff Serva Blue G

wurden von Serva (Heidelberg, BRD) benutzt. Sofern nicht anders ausgewiesen wurden alle

wässrigen Lösungen mit Milli-Q-Wasser (Millipore, Eschborn, BRD) angesetzt.

Feinchemikalien bzw. Enzyme wurden von Sigma-Aldrich Chemie (Deisendorf, BRD)

geliefert. Milchpulver stammte von De-Van-Ge (Frema Reform, Lüneburg, BRD). Alle übrigen

Chemikalien wurden von AppliChem (Darmstadt, BRD), Merck Eurolab (Darmstadt, BRD)

oder Roth (Karlsruhe, BRD) bezogen.

Das Keimpapier stammte von Graham Professional (Ederol Medikrepp, Hainichen, BRD).

Zum Entgasen von Puffern wurden OE 67 Membranfilter von Schleicher und Schuell

(Dassel, BRD) benutzt. Nylonfilternetze wurden von Hydrobios (Kiel, BRD) bezogen.

Maiskaryopsen (Zea mays L. cv. Jet) wurden von der Firma Saatenunion (Hannover, BRD)

geliefert.

2.2 Anzucht des Planzenmaterials

Karyopsen der Art Zea mays L. cv. Jet wurden in einer Apparatur mit geschlossenem

Wasserkreislauf (Aquarienpumpe 2213, Eheim, Deizisau, BRD) vier Stunden in

Leitungswasser vorgequollen. Die Karyopsen wurden anschließend auf Plastiknetze

überführt, mit angefeuchtetem Keimpapier bedeckt und bei 26°C im Dunkeln kultiviert.

Unterhalb der Netze befand sich 2 l Hydrokulturmedium (3 mM KCl, 500 µM CaCl2, 125 µM

MgSO4) in ca. 40 x 60 cm großen Kulturschalen. Die Maiswurzeln wurden fünf Tage nach

dem Keimen geerntet (Lüthje et al.,1998).

2.3 Isolierung von Plasmamembranen

Alle folgenden Arbeitsschritte zur Isolierung von Plasmamembranen wurden bei 4°C bzw. auf

Eis durchgeführt. Nach Lüthje et al. (1998) wurden 80 – 130 g Primärwurzeln von Z. mays

innerhalb von 30 min mit einer Rasierklinge geerntet und in Hydrokulturmedium auf Eis

zwischengelagert. Nach der Ernte wurden die Wurzeln in 200 ml kaltem
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Homogenisierungspuffer (250 mM Saccharose, 1 mM EDTA, 50 mM HEPES – KOH, pH 7,5)

aufgenommen und mit 1 mM Dithiothreitol und 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon versetzt. Nach

dreimaligem Homogenisieren (15 s) in einem Waring-Blendor mit Zeitgeber (Durst TIM 60,

Hamburg, BRD) wurde der Rohextrakt durch ein Nylonnetz mit 125 µm Maschenweite filtriert

und mit 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid versetzt. Durch differenzielle Zentrifugation

(10 min bei 10.000 g und 30 min bei 50.000 g, Centrikon H-401 Zentrifuge, Kontron

Instruments, Neufahrn, BRD) wurde ein mikrosomales Pellet hergestellt, welches in

Resuspensionspuffer A (250 mM Saccharose, 5 mM KCl, 5 mM KH2PO4 – Na2HPO4, pH 7,8)

aufgenommen und anschließend in einem Potter-Elvehjem-Homogenisator homogenisiert

wurde.

Eine Isolierung der Plasmamembranen aus der mikrosomalen Fraktion erfolgte mittels

Phase-Partitioning in sechs Schritten: Das resuspendierte mikrosomale Pellet wurde mit

einer 27 g-Phasenmischung vereinigt, mit Resuspensionspuffer A auf 36 g aufgefüllt und gut

durchmischt. Die Phasentrennung des nun vollständigen Phasensystems (6,5 % (w/w)

Dextran T500, 6,5 % (w/w) Polyethylenglycol 3350, 250 mM Saccharose, 5 mM KCl, 5 mM

KH2PO4 - Na2HPO4, pH 7,8) erfolgte durch Zentrifugation (10 min, 1.000 g). Die resultierende

Oberphase wurde auf die Unterphase eines frischen 36 g–Phasensystems überführt, das

bereits verwendete Phasensystem erneut mit frischer, polyethylenglycolreicher Oberphase

aufgefüllt und in beiden Systemen eine Phasentrennung induziert. Eine Wiederholung der

Prozedur erfolgte fünfmal, wobei die Zentrifugationsdauer auf je 5 min verkürzt wurde. Die

resultierenden Oberphasen des sechsten Phasensystems wurden auf Eis vereinigt, mit

200 - 250 ml Resuspensionspuffer B (250 mM Saccharose, 50 mM HEPES, pH 7,0 – KOH)

verdünnt und die enthaltenen Membranen durch Ultrazentrifugation bei 105.000 g 45 min

sedimentiert (L-60 Ultrazentrifuge, Beckmann, München, BRD). Die entstandenen Pellets

wurden in 1 – 1,5 ml Resuspensionspuffer B aufgenommen und bei –70°C gelagert.

2.4 Proteinbestimmung

Die Proteingehalte wurden nach Bradford (1976) bestimmt. Die Messungen erfolgten in

Gegenwart von 0,01 % Triton X-100. In Lösungen mit besonders niedrigem Proteingehalt

und den zugehörigen Plasmamembransuspensionen wurde zusätzlich das sensitive

Protokoll von Pierce genutzt (BCA Protein Assay, Pierce, Rockford, USA). In beiden Fällen

diente Rinderserumalbumin als Standard. Die Messungen erfolgten photometrisch bei

λ = 595 nm bzw. λ = 562 nm.
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2.5 Waschen von Plasmamembranen

Plasmamembranen (10 - 12 mg Protein) wurden mit Waschpuffer A (25 mM Natriumacetat –

HCl, pH 4,0, 500 mM KCl, 1 mM EDTA, 0,01 % (w/v) Triton X-100) ad 30 ml aufgefüllt und

30 min bei 4°C auf einem KL2 Schüttler (75 min-1, Bühler, Ratingen, BRD) inkubiert, um

periphere und adsorbierte Proteine von den Membranen zu entfernen. Die gewaschenen

Membranen wurden bei 105.000 g und 4°C 45 min sedimentiert (L-60 Ultrazentrifuge,

Beckmann, München, BRD) und in kaltem Acetatpuffer A (25 mM Natriumacetat – HCl,

pH 4,0, 1 mM EDTA, 0,01 % (w/v) CHAPS) resuspendiert.

2.6 Solubilisierung von Membranproteinen

Eine Solubilisierung der Peroxidaseaktivitäten erfolgte in Gegenwart von CHAPS in einem

Detergenz/Proteinverhältnis von 30 : 1 in Kombination mit 0,5 mM Aminocaproinsäure.

Gewaschene PM (ca. 7 mg Protein) wurden mit Acetatpuffer A verdünnt, langsam mit den

entsprechenden Mengen Detergenz und Aminocaproinsäure versetzt und unter langsamem

Rühren (100 min-1, MR 2002, Heidolph, Omnilab, Hamburg, BRD) 10 min bei RT und

anschließend 1 h auf Eis inkubiert (Mika, 2001). Das Endvolumen entsprach 9 ml. Die

solubilisierten Proteine wurden durch Ultrazentrifugation von den unlöslichen

Membranbestandteilen abgetrennt (1 h, 4°C, 105.000 g, L-60 Ultrazentrifuge, Beckmann,

München, BRD). Das entstandene Pellet wurde in ca. 2 ml Acetatpuffer A resuspendiert und

im Potter-Elvehjem-Homogenisator homogenisiert. Das Solubilisat und das Pellet wurden

entweder bei –70°C gelagert oder sofort weiterverarbeitet.

2.7 Konzentrieren von Proteinlösungen

Die proteinhaltigen Lösungen wurden in Centricon YM-10 Mikrokonzentratoren (Millipore,

Bedford, USA) durch Zentrifugation auf das gewünschte Volumen eingeengt, wobei Moleküle

mit Molekulargewichten über 10 kDa zurückgehalten wurden. Durch 30 min Zentrifugation

bei 3.000 g und 4°C (Heraeus Labofuge GL, Kendro, Hanau, BRD) war eine 8-fache

Einengung zu erreichen. Der obere Teil der Filterapparatur wurde nach Invertierung erneut

zentrifugiert (2 min, 1.000 g, 4°C), die eingeengte Fraktion abgenommen und die

Konzentratoren unter vollständigem Invertieren mit 20 % (v/v) Ethanol regeneriert (30 s,

400 g, 4°C).
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2.8 Chromatographie

2.8.1 Entsalzung und Pufferaustausch

Um Proteine in andere Puffer zu überführen oder Lösungen zu entsalzen, wurden Sephadex

G-25 Säulen (PD-10, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) verwendet. Jede Säule

wurde bei 4°C mit 30 ml des gewünschten Puffers äquillibriert. Die Fließgeschwindigkeit

ergab sich aus dem Widerstand der Säulenmatrix. Pro Säule wurden 2,5 ml Probenlösung

aufgetragen. Nach Absinken des Flüssigkeitspegels auf den die Matrix nach oben

begrenzenden Filter wurden 3,5 ml des gewählten Puffers aufgegeben und das Eluat

aufgefangen. Zur Regeneration und Lagerung erfolgte ein Äquillibrieren der Säulen mit je

30 ml 0,02 % Natriumazid.

2.8.2 High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)

Zur Proteinreinigung wurde ein HPLC-System des Typs ÄKTA (P-920 Pumpen, INV-907/M-

925 Injektionssystem, UPC-900 Steuersystem, Frac-900/901 Fraktionssammler; Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) in Kombination mit einer analytischen Software (Unicorn

V 3.20, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) verwendet. Alle für die HPLC

verwendeten Lösungen wurden mit pyrogenfreiem Milli-Q-Wasser (Millipore, Eschborn, BRD)

angesetzt und mit OE 67 Membranfiltern durch ein Vakuumfiltrationsgerät (Nr. 16307

Sartorius, Göttingen, BRD) entgast. Vor chromatographischen Trennungen wurde das

gesamte HPLC-System mit pyrogenfreiem Milli Q Wasser sowie dem jeweiligen Laufpuffer

gewaschen. Eine Lagerung des Systems erfolgte in 20 % (v/v) Ethanol. Die Läufe wurden

bei 4°C durchgeführt.

2.8.2.1 Ionenaustauschchromatographie

Die Kationenaustauschchromatographie erfolgte zunächst über eine UnoS1-HR-5/5-Säule

(Bio-Rad, München, Deutschland) mit einem Säulenvolumen (SV) von 1,35 ml (Mika, 2001).

Die Flussrate betrug 1 ml min-1. Die Säule wurde mit je 10 SV pyrogenfreiem Milli-Q-Wasser

sowie CEC-Puffer (25 mM Natriumacetat – HCl, pH 4,0, 1 mM EDTA, 1 % (w/v) Glycerol,

1 mM CHAPS) äquillibriert. 8 – 10 ml einer zu trennenden Proteinlösung wurden injiziert und

ungebundene Proteine mit 10 SV CEC-Puffer ausgewaschen. Die Elution gebundener

Proteine erfolgte durch einen linearen KCl-Gradienten (0 – 1 M) über 13 SV gefolgt von 2 SV

1 M KCl. Es wurden Fraktionen von 1 ml (Durchfluss, Waschen) bzw. 0,5 ml Größe (Elution)

gesammelt. Die Läufe wurden durch Leitfähigkeits- und UV-Messungen (λ = 280 nm)

verfolgt. Gesammelte Fraktionen wurden auf Eis überführt und auf Enzymaktivität untersucht
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(Details siehe Abschnitt 2.11). Die Uno S1-Säule wurde mit 10 SV pyrogenfreiem

Milli-Q-Wasser regeneriert und nach mehreren Läufen mit 5 SV Regenerationspuffer 1

(20 mM Na3PO4), 5 SV Regenerationspuffer 2 (20 mM Na3PO4, 1 M NaCl) sowie 5 SV

Regenerationspuffer 1 gereinigt.

Zur Verbesserung der Trennleistung wurde die chromatographische Methodik zur Reinigung

der Peroxidasen im Anschluss an die biochemische Charakterisierung der prosthetischen

Gruppen und der Enzymaktivitäten modifiziert. Im Folgenden wurden die

Kationenaustauschchromatographien mit einer MonoS-HR-5/5-Säule (SV 0,98 ml;

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) durchgeführt. Die Flussrate war 0,5 ml min-1.

Die Säule wurde mit je 10 SV pyrogenfreiem Milli-Q-Wasser sowie CEC-Puffer äquillibriert.

8 – 10 ml einer zu trennenden Proteinlösung wurden injiziert und ungebundene Proteine mit

10 SV MonoS-Puffer ausgewaschen. Die Elution gebundener Proteine erfolgte durch einen

linearen KCl-Gradienten (0 – 1 M) über 26 SV gefolgt von 2 SV 1 M KCl. Es wurden

Fraktionen von 2 ml (Durchfluss, Waschen) bzw. 0,5 ml Volumen (Elution) gesammelt. Die

Läufe wurden ebenfalls durch Leitfähigkeits- und UV-Messungen (λ = 280 nm) verfolgt und

gesammelte Fraktionen auf Enzymaktivität untersucht. Die MonoS-Säule wurde nach jedem

Lauf mit 10 SV pyrogenfreiem Milli-Q-Wasser regeneriert und mit 500 µl 2 M NaCl, 500 µl

2 M NaOH, 500 µl 1 M HCl sowie 1 ml 2 M KCl gereinigt. Zwischen jedem Reinigungsschritt

wurde die Säulenmatrix mit mindestens 5 SV pyrogenfreiem Milli-Q-Wasser gewaschen.

Eine Lagerung der Säule erfolgte in 20 % (v/v) Ethanol. Aktive Fraktionen wurden bei –70°C

gelagert.

2.8.2.2 Gelfiltration

Gelfiltrationen wurden mit einer Superdex-200-HR-10/30-Säule (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg, BRD) mit einem Säulenvolumen von 23,6 ml durchgeführt (Mika, 2001).

Die Säule wurde mit 4 SV Gelfiltrationspuffer (50 mM Na2HPO4, pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 mM

CHAPS, 1 mM EDTA) äquillibriert. Die Flußrate betrug 0,5 ml min-1. 300 – 500 µl Probe

wurden mit einer Mikroliterspritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) injiziert. Die Elution der

Proteine erfolgte mit 1,5 SV Gelfiltrationspuffer. Die Fraktionsgröße betrug 0,75 ml.

Gesammelte Fraktionen wurden auf Eis überführt und auf Aktivität untersucht. Aktive

Fraktionen wurden bei -70°C gelagert. Die Säule wurde zu Lagerungszwecken in 2 SV

Regenerationspuffer G (50 mM Na2HPO4, pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 mM CHAPS, 1 mM

EDTA, 0,02 % Natriumazid) äquillibriert.
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2.8.2.3 Affinitätschromatographie

Für die Affinitätschromatographie wurde eine Lektinmatrix (Concanavalin-A-Sepharose-4B,

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) verwendet. Concanavalin A bindet reversibel

α-D-Mannopyranosyl-, α-D-Glukopyranosyl- oder sterisch ähnliche Reste von

Glykoproteinen, Polysacchariden und Glykolipiden.

Die Matrix wurde in fünf Schritten mit 50 ml Con-A-Puffer (20 mM HEPES, pH 7,4 – KOH,

500 mM NaCl) gewaschen, indem eine Zugabe von je 10 ml Puffer, ein Schütteln der

Suspension und das Absaugen des Überstandes nach Absinken der Sepharose erfolgte. Die

Matrix wurde anschließend 15 min entgast, blasenfrei in eine HR-5/5-Säule (Amersham

Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) gegossen und mit 3 SV Con-A-Puffer bei maximaler

Flußrate (0,33 ml min-1) äquillibriert, bis sich eine konstante Füllhöhe einstellte. Das

Säulenvolumen entsprach 0,98 ml. Anschließend wurde die Säule mit einer Flußrate von

0,22 ml min-1 mit 5 SV Con-A-Puffer äquillibriert. Die Injektion einer EDTA-freien

Probenlösung erfolgte mit einer Flußrate von 0,1 ml min-1. Ungebundene Proteine wurden

durch 10 SV Con-A-Puffer mit einer Flußrate von 0,22 ml min-1 ausgewaschen. Die Elution

gebundener Proteine erfolgte durch einen linearen α-D-Methylglucosidgradienten

(0 - 500 mM) über 13 SV gefolgt von 2 SV 1 M α-D-Methylglucosid. Es wurden Fraktionen

von 1 ml (Äquillibrieren, Waschen) bzw. 0,5 ml Größe (Elution) gesammelt. Die gesammelten

Fraktionen wurden auf Eis überführt und auf Aktivität untersucht. Die aktiven Fraktionen

wurden bei –70°C gelagert. Eine Regeneration der Säule erfolgte durch Waschen der Matrix

mit je 2 - 3 SV Regenerationspuffer ConA1 (20 mM Tricin, pH 8,5, 500 mM NaCl, 1 mM

CaCl2, 1 mM MnCl2, 1 mM MgCl2) und Regenerationspuffer ConA2 (20 mM Natriumacetat,

pH 4,5 – HCl, 500 mM NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MnCl2, 1 mM MgCl2). Eine Prozedur, die

dreimal wiederholt und mit 5 SV Con-A-Puffer abgeschlossen wurde. Eine Lagerung der

Matrix erfolgte in 100 mM Natriumacetat, pH 6,0 – HCl, 1 M NaCl, 1 mM CaCl2, 1 mM MnCl2,

1 mM MgCl2, 0,01 % Thimerosal bei 4°C.

2.9 Analytische Gelelektrophorese

2.9.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophoresen wurden mit selbstgegossenen Acrylamidgelen unterschiedlichen

Vernetzungsgrades durchgeführt. Das Herstellen der Gele erfolgte in einem mit Ethanol

entfetteten Gießstand (Mini Protein II Dual Slab Cell, Bio-Rad, München, BRD). Die

gewünschte Trenngellösung (10 / 11 oder 12 % (w/v) Acrylamid, 0,27 / 0,29 oder 0,32 %

(w/v) N,N‘-Methylenbisacrylamid, 3,75 mM TRIS, pH 8,8 – HCl, 0,1 % (w/v) SDS,

0,05 % (w/v) Ammoniumpersulfat, 0,05 % (v/v) TEMED) wurde zunächst ohne TEMED und
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Ammoniumpersulfat hergestellt und wahlweise unter Vakuum oder im Ultraschallbad 15 min

entgast. Anschließend wurden die fehlenden Lösungen zugegeben. Nach kurzem

Schwenken erfolgte das Gießen der Minigele (7 x 8 cm). Die Lösung wurde für die Dauer der

Polymerisierung (45 – 60 min) mit 200 µl Isopropanol überschichtet, anschließend mit

destilliertem Wasser gewaschen und mit entgaster Sammelgellösung [4 % (w/v) Acrylamid,

0,11 % (w/v) N,N‘-Methylenbisacrylamid, 125 mM TRIS, pH 6,8 – HCl, 0,1 % SDS, 0,04 %

Ammoniumpersulfat, 0,08 % (v/v) TEMED] sowie Teflonkamm komplettiert. Nach

vollständiger Polymerisation (30 - 45 min) konnten die Gele sofort verwendet oder in

feuchtem Zustand mehrere Tage bei 4°C gelagert werden.

17 µl Probe wurden mit 17 µl 2x Probenpuffer (125 mM TRIS, pH 6,8 – HCl, 4 % (w/v) SDS,

0,002 % Bromphenolblau, 20 % (w/v) Glycerol, 50 mM Dithiothreitol) versetzt, für 5 min bei

95°C inkubiert, abgekühlt und 30 µl des Gemisches auf das Gel aufgetragen. Die

elektrophoretische Trennung wurde schrittweise bei 120 V (15 min) und 150 V (45 - 50 min)

in einer mit Tankpuffer (25 mM TRIS, pH 8,3 – HCl, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS)

gefüllten Minigelkammer (Mini-Protein II Dual Slab Cell, Bio-Rad, München, BRD)

entsprechend der Originalmethode nach Laemmli (1970) durchgeführt. Als

Molekulargewichtsstandard wurden je nach Färbemethode 5 µl konzentrierte oder 1 : 5

verdünnte Lösung eines Breitbandmarkers verwendet (Broad Range, Bio-Rad, München,

BRD). Eine Anfärbung der Proteine erfolgte mit Coomassie-Blue (Coomassie Stain R-250,

Bio-Rad, München, BRD) nach Wilson (1983) oder Silberfärbung (Silver Staining Kit Plus,

Bio-Rad, München, BRD) nach Merril et al. (1984).

Eine Anfärbung von Hämproteinen im Gel wurde durch die Durchführung einer modifizierten

SDS-PAGE erreicht. Die Endkonzentration von SDS war 0,1 % (w/v) in allen Lösungen und

Gelen (Trost et al., 2000). 25 µl konzentrierte Probe (0,9-5,0 µg Protein) wurden mit 10 µl 4x

nichtreduzierendem Probenpuffer (250 mM TRIS, pH 6,8 – HCl, 0,4 % (w/v) SDS, 40 % (w/v)

Glycerol, 0,008 % Bromphenolblau) versetzt. 30 µl dieses Gemisches wurden innerhalb von

30 min und ohne Hitzeeinwirkung auf das Gel aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde HRP

verwendet. Da die Trennleistung von Monomeren im Gel durch die geringere SDS-

Konzentration nicht beeinflusst wurde, wurde derselbe Breitbandmarker verwendet. Jede

Probe wurde doppelt aufgetragen und das Gel im Anschluss an die elektrophoretische

Trennung in der Mitte auseinandergeschnitten. Eine Hälfte des Gels wurde durch

Silberfärbung, die andere Hälfte wurde in Gegenwart der Peroxidasesubstrate

Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid angefärbt: Das Gel wurde in einer

Lösung aus 6,3 mM TMB, 175 mM Natriumacetat – HCl, pH 5,0, 30 % (v/v) Methanol

vorinkubiert und die Färbereaktion nach 90 min durch Zugabe von H2O2 in einer
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Endkonzentration von 30 mM gestartet (Thomas et al., 1976). Um ausgefallenes TMB zu

entfernen und die Intensität der Färbung zu steigern wurde das gefärbte Gel mit 100 ml

Waschpuffer (175 mM Natriumacetat – HCl, pH 5,0, 30 % (v/v) Isopropanol) gewaschen und

dieser Waschschritt zweifach wiederholt.

2.9.2 Isoelektrische Fokussierung

Isoelektrische Fokussierungen wurden mit mobilen pH-Gradienten durchgeführt. Das

Anfertigen der Gele erfolgte in einer mit Ethanol entfetteten Elektrophoresekammer (Protean

xi 2D Cell, Bio-Rad, München, BRD). Die Gele wurden mit Hilfe ausgezogener

Glaskapillaren blasenfrei in senkrecht eingespannte und unten mit Parafilm verschlossene

Glasröhrchen (Innendurchmesser 1,5 mm, Außendurchmesser 6,0 mm, Länge 15 cm)

gegossen. Sie wurden mit (8 M Harnstoff, 4,5 % (w/v) Acrylamid, 0,12 % (w/v) N,N‘-

Methylenbisacrylamid, 2 % Ampholyt (pH 3 - 10; Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,

BRD), 0,001 % (v/v) TEMED, 0,0002 % (w/v) Ammoniumpersulfat) oder ohne Harnstoff

(4,5 % (w/v) Acrylamid, 0,12 % (w/v) N,N‘-Methylenbisacrylamid, 2 % Ampholyt (pH 3-10),

0,0015 % (v/v) TEMED, 0,0003 % (w/v) Ammoniumpersulfat) in Gegenwart oder

Abwesenheit von Detergenz (2 % (w/v) CHAPS) gegossen. Die Polymerisierung erfolgte 2 h

bei Raumtemperatur oder über Nacht.

Sowohl der Anodenpuffer (10 mM Phosphorsäure) als auch der Kathodenpuffer (20 mM

NaOH) wurden mit OE 67 Membranfiltern (Porengröße 0,45 µm, Schleicher und Schuell,

Dassel, BRD) in einem Vakuumfiltrationsgerät (Nr. 16307 Sartorius, Göttingen, BRD)

entgast. Nach Entfernen des Parafilms und Einfüllen des Anodenpuffers wurden 21 µl

konzentrierte Probe mit 14 µl Probenpuffer versetzt und 30 µl des Gemisches mit einer

Hamilton-Spritze blasenfrei auf ein einzelnes Gel aufgetragen. Der Probenpuffer bestand aus

5 % Ampholyt und enthielt je nach Gelzusammensetzung zusätzlich 8 M Harnstoff und/oder

5 % (w/v) CHAPS. Als Positivkontrolle wurden 5 µl IEF-Marker (Bio-Rad, München, BRD)

verwendet. Die oberen Gelöffnungen wurden mit Kathodenpuffer überschichtet. Die

elektrophoretische Trennung wurde schrittweise (2 h 200 V, 2 h 500 V, 9 h 800 V) über

Nacht bei 4°C durchgeführt. Anschließend wurden die oberen und unteren Enden der Gele

bzw. Glasröhrchen mit Milli Q-Wasser gespült und die Gele mit Druckluft aus den

Glasröhrchen herausgedrückt. Eine Anfärbung der Proteine erfolgte durch Hämfärbung.

Negativkontrollen wurden mit einer Rasierklinge in 0,5 cm lange Segmente zerschnitten und

jedes Segment über Nacht in 300 µl H2O auf einem Schüttler (150 min-1; KL2, Bühler,

Ratingen, BRD) inkubiert. Der pH-Wert der Lösungen wurde anschließend mit einer Mikro-

pH-Elektrode ermittelt und eine Eichgerade des je nach Gelzusammensetzung variierenden
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pH-Gradienten erstellt, anhand welcher die isoelektrischen Punkte der detektierten

Proteinbanden errechnet wurden.

2.10 Western Blotting

Partiell gereinigte Proteine wurden durch SDS-PAGE oder modifizierte nicht-reduzierende

SDS-PAGE getrennt. Die Membranen wurden vor der Gelelektrophorese für 30 min bei

Raumtemperatur in Beladungspuffer (32% (v/v) Glycerol, 4% SDS, 200 mM Tris pH 6.8,

0.16% Bromophenolblau, 10% (v/v) Mercaptoethanol) vorinkubiert und anschließend für

5 min bei 95°C erhitzt. Zur Western Blot-Analyse wurden die Proteine in einer Mini Trans-

Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, München, BRD) innerhalb von 45 min bei

ca. 2°C und 100 V auf eine Nitrocellulosemembran (Sartorius, Göttingen, BRD) transferiert.

Der Blottingpuffer enthielt 25 mM Tris, 180 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol. Markerbanden

wurden durch Ponceau-Färbung (Sigma-Aldrich Chemie, Deisendorf, BRD) sichtbar gemacht

und mit Bleistift markiert. Nach 5 minütigem Waschen mit Milli Q-Wasser. wurde die

Nitrocellulosemembran über Nacht bei 4°C auf einem Schüttler (75 min-1, KL2, Bühler,

Ratingen, BRD) in 5 % (w/v) Milchpulver in PBS Tween 20 (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1

mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 0,1 % (v/v) Tween 20) inkubiert. Die folgenden Schritte der

Immunodetektion erfolgten alle bei RT unter langsamem Schütteln. Eine Inkubation mit dem

primären Antikörper wurde für 1 h in 5 % (w/v) Milchpulver in PBS Tween 20 durchgeführt.

Einer der Antikörper war gegen die ersten 12 Aminosäuren des C-Terminus des gp91phox

gerichtet (1 : 1000; L. Henderson, Bristol, GB), während H-60 gegen den dritten externen

Loop (Aminosäure 231 - 290) des gp91phox gerichtet war (1 : 200; Santa Cruz Biotechnology,

Santa Cruz, CA, USA). Nach dreimaligem 5 minütigem Waschen mit PBS Tween 20 wurde

die Nitrocellulosemembran für 1 h mit einem sekundären Antikörper (1 : 1000; Donkey anti-

Rabbit IgG-HRP; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) inkubiert und anschließend

3 x 5 min mit PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4)

gewaschen. Protein-Antikörperkomplexe wurden durch das ECL Plus Western Blotting-

Detektionsreagenz (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) detektiert und auf

Röntgenfilm (Hyperfilm ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, BRD) in einem

Professional X-Ray-Film Processor (Protec, Oberstenfeld, BRD) sichtbar gemacht. Um

Reaktionen der pmPOX mit dem ECL-Reagenz auszuschließen, wurde von jeder Probe eine

Negativkontrolle ohne zweiten Antikörper durchgeführt.

Um eine Glykosylierung der partiell gereinigten Proteine nachzuweisen, wurde im Anschluss

an das Western Blotting das ECL Glycoprotein Detection Module (Amersham Pharmacia

Biotech, Freiburg, BRD) verwendet.
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2.11 Enzymaktivitäten

Peroxidaseaktivitäten wurden anhand der Oxidation von Guaiacol (8,26 mM,

ε = 26,6 mM-1cm-1) in Gegenwart von 8,8 mM H2O2 über einen Zeitraum von 2 min pro

Ansatz photometrisch ermittelt. Der Versuchsansatz (1 ml) enthielt Acetatpuffer B (25 mM

Natriumacetat, pH 5,0 – HCl) und 25 µl Fraktion. Die Reaktion wurde durch Zugabe von

Guaiacol gestartet und photometrisch (DU 7500, Beckmann, München, BRD) als

Extinktionszunahme bei 470 nm verfolgt. Die Umsetzung anderer Substrate wurde als

Extinktionsabnahme oder –zunahme von ABTS (A405 nm; ε = 36,8 mM-1cm-1), Coniferylalkohol

(A265 nm; ε = 7,5 mM-1cm-1), 4-Hydroxyzimtsäure (A310 nm; ε = 16,6 mM-1cm-1), o-Dianisidin

(A460 nm; ε = 30,0 mM-1cm-1), IAA (A261 nm; ε = 3,2 mM-1cm-1) oder TMB (A652 nm;

ε = 39,0 mM-1cm-1) statt Guaiacol gemessen. Die Versuchsbedingungen waren die gleichen.

Die katalytische Umsetzung von Ascorbat (0,5 mM; A290 nm; ε = 2,8 mM-1cm-1) wurde in

50 mM Kaliumphosphat, pH 7,0 in Gegenwart von 8,8 mM H2O2 in einem Zeitraum von 1 min

ermittelt.

Die Effektoren wurden entsprechend der im Ergebnisteil (siehe Abschnitt 3.2.1 und 3.3.2)

angegebenen Konzentrationen verwendet. Ferulasäure, Hydroxyzimtsäure, Coniferylalkohol,

Propylgallat, und DPI wurden 1 : 1 in 50 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. Pro

Versuchsansatz (1 ml) wurden 10 µl DMSO-haltige Substrat- bzw. Effektorlösung verwendet.

Die Endkonzentration für DMSO betrug 0,5 % (v/v), welche keinen Einfluß auf die

gemessenen Aktivitäten hatte. Alle verwendeten Lösungen mit Ausnahme der in DMSO

gelösten Substrate wurden auf Eis aufbewahrt. Die Messungen erfolgten bei

Raumtemperatur. Die Reaktion der Ansätze wurde durch Hinzufügen eines Substrates

gestartet. Um mögliche Blindreaktionen abzuschätzen, wurden entsprechende chemische

Kontrollen durchgeführt und subtrahiert.

NADH : XTT-Oxidoreduktaseaktivitäten wurde als Extinktionszunahme von 0,2 mM XTT

(A470 nm; ε = 21.6 mM cm-1) in Gegenwart von 0,2 mM NADH ermittelt. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von NADH gestartet. Die Messungen erfolgten bei Raumtemperatur in 50 mM

HEPES - KOH, pH 7,0 bzw. pH 8,0 in Gegenwart oder Abwesenheit von 50 U ml-1 SOD.

Die Absorptionsspektren wurden in Quarzküvetten (1 cm) an einem Photometer des Typs

Uvikon 943 (Kontron Instruments, Mailand, Italien) mit einer Geschwindigkeit von

50 nm min-1 gemessen. Die Standardabweichungen wurden mit Microcal Origin (Version 5.0,

Additive GmbH, Friedrichsdorf/TS, BRD) errechnet.

Die NADH-Oxidaseaktivitäten wurden mit einer Sauerstoffelektrode (Clark-Elektrode,

H. Saur, Reutlingen, BRD) mit einem Stromversorgungsgerät CB1D (Bachhofer, Reutlingen,
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BRD) bei 22°C in einem Gesamtvolumen von 0,5 ml als Sauerstoffverbrauch gemessen. Der

Ansatz enthielt 25 mM Natriumacetat – HCl, pH 4,25 und 75µl Probe. Die Lösung wurde für

3 min gerührt, anschließend wurden Effektoren (siehe auch Abschnitt 2.11.1) zugegeben und

die Proben für weitere 3 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von NAD(P)H

(0,1 – 2 mM) gestartet und 4 min als Sauerstoffverbrauch in Gegenwart oder Abwesenheit

von 50 U ml-1 SOD verfolgt. Um mögliche Blindreaktionen abzuschätzen, wurden chemische

Kontrollen durchgeführt und subtrahiert. Aufgrund der chemischen Reaktivität von DPI mit

EDTA und CHAPS wurden die partiell gereinigten Proteine vor den Messungen einem

Pufferaustausch unterzogen und in 25 mM Natriumacetat – HCl, pH 4,25 aufgenommen. Die

pH-Abhängigkeiten der NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten wurden in 25 mM Natriumacetat

(pH 4,0 – 5,0), MES (pH 5,5 – 6,5) bzw. HEPES (pH 7,0 – 8,0) ermittelt.

2.12 Massenspektrometrie

2.12.1 Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS)

Die zu untersuchenden Proteinbanden wurden aus modifizierten SDS-PAGE-Gelen

herausgeschnitten. Die enthaltenen Proteine wurden mit Dithiothreitol reduziert, Cysteinreste

mit Iodacetamid modifiziert und die enthaltenen Proteine mit Trypsin im Gel verdaut

(5 g modifiziertes Trypsin/µl (Promega, Mannheim, BRD) in 50 mM NH4HCO3, 37°C). Im

Anschluss wurden die behandelten Gelstücke wiederholt extrahiert (50 % Acetonitril/5 %

Ameisensäure). Die vereinigten Extrakte wurden unter Vakuum konzentriert, in

5 % Methanol/5 % Ameisensäure aufgenommen, über C18 mZipTips (Millipore, Schwalbach,

BRD) entsalzt und mit 1 ml 60 % Methanol/5 % Ameisensäure eluiert. Eine Analyse der

Eluate erfolgte durch Nanoelektrospray-Massenspektrometrie in einem Q-TOF-2-Instrument

(Micromass, Manchester, GB). Die durch kollisionsinduzierte Fragmentierung der Peptide

erhaltenen MS/MS-Spektren wurden anhand des Mascot MS/MS-Ionen-Suchalgorithmusses

(Matrix Sciences, London, GB) sowie manuell ausgewertet.

2.12.2 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization with Time of Flight Detector)

Für die Aufnahme von Laserdesorptionsmassenspektren (MALDI-TOF) wurde die Extraktion

der Proben aus dem Gel und deren Probenvorbereitung wie unter 2.12.1 beschrieben

durchgeführt. 0,5 µl (5 %) der Probe wurden mit 0,5 µl Matrixlösung (gesättigte Lösung von

α-Cyano-4-Hydroxyzimtsäure in 30 % Acetonitril/Wasser/0,1% Trifluoressigsäure) vermischt

und auf ein MALDI-Target aufgetragen. Die Messungen wurden mit dem MALDI-

Massenspektrometer REFLEX IV (Bruker, Bremen, BRD) durchgeführt. Dabei werden durch
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einen Laserpuls punktuell Matrixkristalle zusammen mit den darin eingeschlossenen

Peptiden verdampft. Die Masse der so in die Gasphase überführten Peptide wird in einem

Time of Flight (Flugzeit, TOF)-Massenanalysator bestimmt. Die ermittelten Daten, d.h. der

sogenannte Peptide Mass Fingerprint des untersuchten Proteins, wurden anhand des

Mascot MS/MS-Ionen-Suchalgorithmusses (Matrix Sciences, London, GB) zur

Datenbankrecherche verwendet. Durchsucht wurde die jeweils aktuellste Version von

GenBank (National Library of Medicine, Bethesda, MD, USA).

2.12.3 Computergestützte Sequenzanalyse

Die Sequenzdaten wurden online aus den aktuellsten Versionen der verfügbaren

Datenbanken extrahiert und mit den folgenden Programmen verarbeitet und analysiert:

Datenbanken

ARAMEMNON (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/; Universität Köln, BRD)

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; National Library of Medicine, Bethesda, MD,

USA)

MAGI (http://maize.ece.iastate.edu/; Universität von Iowa, IA, USA)

MaizeGDB und PlantGDB (http://www.maizegdb.org/; http://www.maizegdb.org/plantgdb-

blast.php; Universität von Iowa, IA, USA)

PeroxiBase (http://peroxidase.isb-sib.ch/index.php; Universität Genf, Genf, Schweiz)

TIGR (http://www.tigr.org/tdb/tgi/; Institut für Genomforschung, Rockville, MD, USA)

UniProt (http://www.pir.uniprot.org/search/blast.shtml; Europäisches Institut für Bioinformatik,

GB; Schweizer Institut für Bioinformatik, Schweiz; Protein Information Resource,

Universität von Georgetown, Washington DC, USA)

Sequenzbearbeitung

Lasergene (DNASTAR, Inc., Madison, WI, USA)

Sequenzanalyse und Visualisierung

Zahlreiche Vorhersage- und Analyseprogramme sind erreichbar durch die beiden folgenden

Adressen und wurden nicht im einzelnen genannt:

Bioinformatics.Net (http://bioinformatics.vg/index2.shtml; Oxford, GB)

Expasy [http://www.expasy.org/tools/; Schweizerisches Institut für Bioinformatik, Schweiz;

unter anderem DAS (Cserzo et al., 1997); HMMTop (Tusnády and Simon, 2001;

1998); big-PI Predictor (Eisenhaber et al., 1999); SignalP (Bendtsen et al., 2004);

TargetP (Emanuelsson et al., 2000)]
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Weiterhin wurden verwendet:

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; Europäisches Institut für Bioinformatik, GB)

DNA→Protein (http://www.in-silico.com/s_translate/; Universität des Baskenlandes, Spanien)

GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/; Pittsburgh Supercomputing Center,

Pittsburgh, PA, USA)

MemSat (http://saier-144-37.ucsd.edu/memsat.html; Universität von Kalifornien, San Diego,

USA),

PHD/PredictProtein (http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.html

Columbia Universität, NY, USA)

Phobius (http://phobius.cgb.ki.se/index.html; Universität von Kopenhagen, Kopenhagen,

Dänemark)

PredTmr (http://biophysics.biol.uoa.gr/PRED-TMR/input.html; Universität von Athen, Athen,

Griechenland)

Proteinexplorer (http://www.proteinexplorer.org; Universität von Massachusetts, Amherst,

MA, USA)

Thumbup (http://theory.med.buffalo.edu/Softwares-Services_files/thumbup.htm; State

University of New York at Buffalo, NY, USA)

TreeView X (http://darwin.zoology.gla.ac.uk/%7Erpage/treeviewx/; Universität von Glasgow,

Glasgow, GB)



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Der Ergebnis- und Diskussionsteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in zwei Bereiche. In

der ersten Hälfte werden die Ergebnisse der biochemischen Charakterisierung der

PM-gebundenen Peroxidaseaktivitäten (pmPOX) aus Maiswurzeln vorgestellt. Im zweiten

Teil erfolgt eine detaillierte Darstellung der durch massenspektrometrische Analysen und in

silico Cloning identifizierten Nukleinsäuresequenzen der pmPOX und deren

bioinformatischer Sequenzanalyse.

3.1 Prosthetische Gruppe

Zunächst wurden die bereits beschriebenen PM-gebundenen Peroxidaseaktivitäten pmPOX1

und pmPOX2 aus den Peakfraktionen der Kationenaustauschchromatographie detaillierter

charakterisiert. Absorptionsspektren in einem Bereich von 350 - 700 nm zeigten für pmPOX1

und pmPOX2 Cytochrom-b-Spektren, d.h. der Kurvenverlauf war typisch für Proteine mit

nichtkovalent gebundenen Hämgruppen als prosthetischer Gruppe (Converso und

Fernandez, 1995; Kvaratskhelia et al., 1997). Die Absorptionsspektren beider pmPOX waren

fast identisch. Sowohl pmPOX1 als auch pmPOX2 zeigten einen Soretpeak bei 416 nm

(Abb. 3.1). Zusätzlich wurden α- und β-Absorptionsbanden bei den Wellenlängen 607 bzw.

528 nm sichtbar. Der Soretpeak und die α-Bande verschoben sich nach einer Reduktion

durch Natriumdithionit auf 425 und 559 nm. Der A416/A280-Wert, welcher als Kriterium für die

Reinheit von Proteinen und deren Hämgehalt gilt, betrug 0,5 bzw. 0,2 für pmPOX1 und

pmPOX2. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass Hämgruppen aufgrund der

Reinigung der Proteine im saurem pH-Bereich teilweise verloren gegangen sein könnten,

scheinen die Enzyme daher noch nicht bis zur Homogenität gereinigt worden zu sein. Ein

Ergebnis, welches auch in den späteren Gelelektrophoresen deutlich wurde. Die

α-Absorptionsbande bei 607 nm konnte aus diesem Grund nicht eindeutig der Hämgruppe

der Peroxidase(n) zugeordnet werden. Die Spektren beider pmPOX zeigten größere

Ähnlichkeiten zu Spektren von Guajacol- als von Ascorbatperoxidasen (Chen und Asada,

1989; Converso und Fernandez, 1995; Kvaratskhelia et al., 1997).

3.2 Charakterisierung der H2O2-abbauenden Enzymaktivitäten

3.2.1 Einfluss von Effektoren auf die Peroxidaseaktivitäten

Die H2O2-entgiftenden Enzymaktivitäten von pmPOX1 und pmPOX2 aus den Peakfraktionen

der Kationenaustauschchromatographie wurden in Gegenwart von klassischen Peroxidase-
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3.2 Charakterisierung der H2O2-abbauenden Enzymaktivitäten

3.2.1 Experimente mit Effektoren
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Abb. 3.1: Absorptionsspektrum am Beispiel von partiell gereinigter pmPOX1.

Proben des nativen Enzyms (1,1 mg Protein ml-1; blau) wurden in 50 mM Natriumphosphatpuffer
(pH 7,0) gegen Puffer als Kontrolle gemessen. Eisen-(III)-haltige Enzyme wurden durch Zugabe von
ungefähr 1,5 mM Dithionit reduziert (schwarze Linie). Die Spektren wurden mit einer Genauigkeit von
50 nm min-1 ermittelt. n = 2 unabhängige Präparationen zeigten identische Ergebnisse. Die Spektren
zeigen die Existenz von Hämgruppen als prosthetische Gruppe an.

effektoren charakterisiert (Tab. I). Typische Inhibitoren wie Kaliumcyanid verursachten einen

vollständigen Verlust der PM-gebundenen Peroxidaseaktivitäten. Diese Ergebnisse stimmen

mit der mehr als 90 %igen Hemmung der Aktivitäten durch Azid überein (Mika, 2001) und

bestätigen die Existenz von Hämgruppen als prosthetische Gruppe.

Da die Enzyme an der pflanzlichen PM lokalisiert sind, sind sie wahrscheinlich Teil des

sekretorischen Stoffwechselweges. Nach Welinder et al. (1996) wird oft 4-Hydroxy-

quecksilberbenzoesäure (p-Chloromercuribenzoate; pCMB), ein Sulfhydrylinhibitor,

verwendet, um zwischen Klasse-I- und Klasse-III-Peroxidasen zu unterscheiden. Wie in

Tab. I gezeigt, hatte dieser Inhibitor keinen Effekt auf die Guajacolperoxidaseaktivitäten von

pmPOX1 oder pmPOX2. Es scheinen keine SH-Gruppen am aktiven Zentrum der

Isoenzyme beteiligt zu sein. Daher sind die PM-gebundenen Peroxidasen möglicherweise

Klasse-III-Peroxidasen.
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Mn2+ hatte keinen Effekt auf pmPOX1 oder pmPOX2. Im Gegensatz zu den PM-gebundenen

Enzymen werden die Aktivitäten vieler löslicher Peroxidasen durch Behandlung mit Mn2+

gesteigert. Mn2+ ist möglicherweise an der Regulation dieser Peroxidasen beteiligt (Van

Huystee et al., 1996). Loukili et al. (1999) charakterisierten jedoch lösliche Peroxidasen,

welche nicht durch Magnesiumionen beeinflusst wurden. Darüber hinaus war Mn2+ in PM aus

Maiswurzeln nicht nachweisbar (Lüthje et al., 1995).

In Gegenwart des Auxins IAA nahm die Guajacolperoxidaseaktivität von pmPOX2

geringfügig ab, während die Aktivität von pmPOX1 nicht beeinflusst wurde. Dieser

inhibitorische Effekt könnte auf einer kompetitiven Hemmung beruhen. Er ähnelt den

Effekten, welche mit Propylgallat, einem Phenol, erzielt wurden (Mika, 2001).

Tab. I: Guajacol-abhängige Peroxidaseaktivitäten in Gegenwart oder Abwesenheit typischer

Peroxidaseeffektoren. Die Peroxidaseaktivitäten wurden mit den partiell gereinigten

Enzymen aus der Kationenaustauschchromatographie in Gegenwart von 8,26 mM Guajacol

und 8,8 mM Wasserstoffperoxid bei pH 7,0 gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte und

Standardabweichungen von n = 3 Messungen. pCMB, p-Chloromercuribenzoate; IAA, Indol-

3-essigsäure; n.d., nicht detektierbar; a, pH 5,0.

pmPOX1 pmPOX2Substanz   Konz.

Peroxidaseaktivität
[µmol min-1 mg-1 Protein]

Kontrolle     5,2 ± 0,1     1,6 ± 0,1

(% der Kontrolle)

Kontrolle 100,0 ± 1,5 100,0 ± 4,9

KCN    1 mM      n.d.      n.d.

  50 µM 112,5 ± 7,1 111,1 ± 5,7

200 µM 105,7 ± 2,3 102,2 ± 5,0

pCMB

   1 mM 110,2 ± 4,3 106,9 ± 0,6

MnCl2 100 µM 105,3 ± 1,2a 107,4 ± 3,4a

500 µM 102,3 ± 3,6a 101,6 ± 2,4a

IAA   10 µM   98,5 ± 0,5a   83,2 ± 0,2a

3.2.2 Substratspezifität der Peroxidaseaktivitäten

pmPOX1 setzte künstliche Elektronendonatoren mit der im Folgenden dargestellten Affinität

um: o-Dianisidin > Guajacol > TMB >> ABTS (Tab. II). pmPOX2 zeigte im Gegensatz zu

pmPOX1 eine höhere Affinität für TMB als für Guajacol. Beide pmPOX oxidierten natürliche

Substrate wie phenolische Säuren und Alkohole in der folgenden Reihenfolge:

Coniferylalkohol >Ferulasäure >4-Hydroxyzimtsäure. Hydroxyzimtalkohole werden von

apoplastischen Peroxidasen in der Ligninpolymerisierung verwendet, während
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Hydroxyzimtsäuren in der Suberinsynthese Verwendung finden (Kristensen et al., 2004;

Hiraga et al., 2001). Eine Oxidation von IAA durch Peroxidasen wurde mehrfach

nachgewiesen (Converso und Fernandez, 1995; Gazaryan und Lagrimini, 1996). Dieses

Phytohormon wurde sowohl durch pmPOX1, als auch durch pmPOX2 umgesetzt (Tab. II).

Die höchste Peroxidaseaktivität wurde mit beiden pmPOX in Gegenwart von Coniferylalkohol

als Substrat erreicht.

Für pmPOX1 und pmPOX2 waren keine Ascorbatperoxidaseaktivitäten detektierbar. Dieses

Ergebnis änderte sich auch in Gegenwart der doppelten Enzymmenge nicht. Die Fähigkeit

zur Ascorbatoxidation könnte jedoch im Zuge der Reinigung der Proteine beeinträchtigt

worden sein, da einige intrazelluläre Ascorbatperoxidasen ihre Enzymaktivität bei einer

Extraktion in Abwesenheit von Ascorbat verlieren (Chen und Asada, 1989; Amako et al.,

1994). Andere cytosolische Ascorbatperoxidasen werden durch den Verlust von Ascorbat

nicht beeinflusst (Mittler und Zilinskas, 1991; Koshiba, 1993). Im Gegensatz zu den PM-

gebundenen Enzymaktivitäten aus Maiswurzeln wurden in PM aus Wurzeln der Sojabohne

(Glycine max L.) Ascorbatperoxidaseaktivitäten nachgewiesen (Vianello et al., 1997). Die

PM-Vesikel aus Soja wurden ebenfalls in Abwesenheit von Ascorbat isoliert. Da jedoch

ungewaschene Membranen verwendet wurden, kann eine Verunreinigung durch lösliche

Ascorbatperoxidasen nicht ausgeschlossen werden.

Tab. II: Substratspezifitäten PM-gebundener Peroxidasen.

Die Enzymaktivitäten wurden in Gegenwart von 8,8 mM H2O2 und den angegebenen

Substratkonzentrationen bei pH 5,0 gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte und

Standardabweichungen von (n) Messungen. Die Oxidationsraten von Guajacol wurden in

Tab. I gezeigt. a, pH 7,0. ABTS, 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenz-thiazolin-6-sulfonsäure), IAA,

Indole-3-essigsäure; TMB, Tetramethylbenzidin

pmPOX1 pmPOX2Substrat Konz.

[mM] Relative Aktivität (%)

Guajacol 8,26 100,0 ± 1,5 (3) 100,0 ± 4,9 (3)

ABTS 0,36     1,8 ± 0,1 (3)   10,9 ± 0,3 (3)

o-Dianisidin 0,127 133,1 ± 6,1 (4) 206,9 ± 10,7 (3)

TMB 0,083   86,0 ± 4,4 (3) 179,6 ± 8,5 (3)

Ascorbat 0,5       n.d. (4)a       n.d. (4)a

Coniferylalkohol 0,1 225,9 ± 4,6 (3) 288,3 ± 9,2 (3)

Ferulasäure 0,1   71,1 ± 2,4 (3)   30,1 ± 1,5 (3)

4-Hydroxyzimtsäure 0,1     9,5 ± 0,2 (3)     4,3 ± 0,1 (3)

IAA 0,2   60,3 ± 3,4 (4)   56,1 ± 4,3 (4)
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Insgesamt betrachtet zeigten pmPOX1 und pmPOX2 mehr Übereinstimmungen mit

apoplastischen als mit cytosolischen Peroxidasen.

3.3 Charakterisierung der AOS-produzierenden Enzymaktivitäten

3.3.1 pH-Optima der Peroxidase-Oxidaseaktivitäten

Die peroxidaseabhängige Produktion von AOS wurde als Sauerstoffabnahme in Gegenwart

von NADH bestimmt. Sowohl in Gegenwart von pmPOX1 als auch in Gegenwart von

pmPOX2 waren in vitro NADH-Oxidaseaktivitäten messbar. Ein maximaler

Sauerstoffverbrauch wurde in Gegenwart von pmPOX1 bei pH 3,91 ± 0,03 bzw. in

Gegenwart von pmPOX2 bei pH 4,05 ± 0,02 erreicht (Abb. 3.2). Diese Ergebnisse wurden

wahrscheinlich durch die steigende Instabilität von NADH im sauren pH-Bereich

mitverursacht. Im Gegensatz dazu lagen die pH-Optima der Guajacolperoxidaseaktivitäten

von pmPOX1 und pmPOX2 zwischen pH 5,0 und 5,5 (Mika, 2001).

Abb. 3.2: pH-Abhängigkeit der NADH-Oxidaseaktivität partiell gereinigter pmPOX.

NADH-Oxidaseaktivitäten wurden als Sauerstoffverbrauch in Gegenwart von 2 mM NADH in 25 mM
Natriumacetat- (pH 3,4 – 5,0), MES- (pH 5,5 - 6,5) oder HEPES-Puffer (pH 7,0 - 8,0) gemessen. Die
dargestellten Ergebnisse sind Mittelwerte von n = 2 unabhängigen Experimenten.
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In Gegenwart von pmPOX2 wurde ein signifikanter Sauerstoffverbrauch bis zu einem

pH-Wert von pH 5,0 ermittelt, während pmPOX1 NADH-Oxidaseaktivitäten bis zu pH 5,5

zeigte. Im Gegensatz zu den hohen Raten im sauren pH-Bereich, konnten keine NADH-

Oxidaseaktivitäten bei pH 7,0 bzw. pH 8,0 detektiert werden. Ein solcher Kurvenverlauf ist

typisch für die durch Peroxidasen der Klasse III vermittelte NADH-Oxidation (Avigliano et al.,

1985). Im Vergleich dazu zeigten Messungen der NADH-Oxidaseaktivität von PM-Vesikeln

aus Mais ein pH-Optimum von 5,5 (Hadži-Taškovic Šukalovic et al., 1998). Für eine PM-

gebundene Peroxidaseaktivität aus Wurzeln von Weizen wurde mit NADH als

Elektronendonor ein pH-Optimum von pH 5,0 ermittelt (Møller und Bérczi, 1986). Allerdings

wurden in beiden Fällen Gesamtaktivitäten ungewaschener PM-Vesikel ermittelt. D.h. neben

Verunreinigungen durch lösliche Enzyme anderer Kompartimente könnten auch NAD(P)H-

Oxidaseaktivitäten anderer PM-gebundener Enzyme an den gemessenen Raten beteiligt

gewesen sein.

3.3.2 Effektorsensitivitäten und Substratspezifität der Peroxidase-Oxidaseaktivitäten

Divalente Kationen wie Ca2+ oder Mn2+ hemmten die NADH-Oxidaseaktivität von pmPOX1

und pmPOX2 (Tab. III). Die Aktivitäten wurden durch Ca2+ nur schwach inhibiert, während

Mn2+ die NADH-Oxidaseaktivitäten um bis zu 90 % verringerte.

Tab. III: NADH-Oxidaseaktivität von pmPOX1 und pmPOX2 nach der

Kationenaustauschchromatographie.

Die Enzymaktivitäten wurden in 25 mM Natriumacetat, pH 4,25 anhand des

Sauerstoffverbrauchs in Gegenwart von 2 mM NADH ermittelt. Die Proteine wurden drei

Minuten mit dem jeweiligen Effektor vorinkubiert. Die Kontrollraten waren für pmPOX1

31,7 ± 2,2 µmol O2 min-1 mg Protein-1 und für pmPOX2 25,4 ± 0,1 µmol O2

min-1 mg Protein-1. Dargestellt sind Mittelwerte ± σ von n = 3 unabhängigen

Experimenten.

Effektor Konz.
[mM]

pmPOX1
(% der Kontrolle)

pmPOX2
(% der Kontrolle)

Ca2+ 1 101,8 ±   2,5   101,0 ±   5,9

2   89,4 ±   7,6     83,5 ±   2,6

3   88,2 ±   4,5     80,7 ±   4,9

Mn2+ 0,1   36,4 ±   2,2     75,6 ±   3,8

0,5   11,1 ±   0,8     42,9 ±   1,2

Ferulasäure 0,07 6559 ± 322            2560 ± 79

Propylgallat 0,5 418,2 ± 13,9     81,7 ± 25,4



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 40

In Gegenwart von phenolischen Substanzen wie Ferulasäure oder Propylgallat wurde der

Sauerstoffverbrauch beider pmPOX hochgradig stimuliert, nur auf pmPOX2 wirkte

Propylgallat hemmend.

Nach einer zusätzlichen Gelfiltration der Proteine zeigten die PM-gebundenen Peroxidasen

ebenfalls hohe NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten (Tab. IV). Im Gegensatz zu pmPOX1 waren die

Affinitäten von pmPOX2a und pmPOX2b bei niedrigen Substratkonzentrationen für NADPH

höher als für NADH.

Tab.  IV: NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten partiell gereinigter pmPOXs.

pmPOXs wurden durch Kationenaustauschchromatographie in Kombination mit

zusätzlichen Gelfiltrationen gereinigt. Die Enzymaktivitäten wurden bei pH 4,25 in

Gegenwart der angegebenen Substratkonzentrationen gemessen. Dargestellt sind

Mittelwerte ± σ (n = 3).

Substrat Konz. pmPOX1 pmPOX2a pmPOX2b
[mM] [µmol O2 min-1 mg-1 Protein]

NADH 0,1 0,09 ± 0,01 0,62 ± 0,24   4,04 ± 0,56

2 9,85 ± 0,67 5,90 ± 1,19 24,95 ± 2,10

NADPH 0,1 0,08 ± 0,01 1,18 ± 0,23   6,41 ± 0,33

2 5,94 ± 0,05 2,32 ± 0,13 15,78 ± 0,63

Die Größenordnung der AOS-Produktion durch die partiell gereinigten PM-gebundenen

Peroxidasen war im Vergleich mit den ensprechenden Aktivitäten gereinigter löslicher

extrazellulärer Peroxidasen zwar gering (Hadži-Taškovic Šukalovic et al., 1998; Brooks,

1986; Avigliano et al., 1985), im Vergleich mit anderen NAD(P)H umsetzenden Enzymen der

pflanzlichen PM jedoch außerordentlich hoch (van Gestelen et al., 1997). Im Gegensatz zu

den von pmPOX auf einer Seite der Membran erzeugten cis-Aktivitäten, gibt es in

Maiswurzeln auch transmembrane Elektronentransportvorgänge, welche zur Erzeugung von

reaktiven Sauerstoffspezies in der Lage sind (Menckhoff und Lüthje, 2004). Versiegelte und

mit NADPH beladene PM-Vesikel zeigen einen cyanid-insensitiven transmembranen

Elektronentransport, welcher jedoch im Unterschied zum oxidativen Burst des humanen

gp91phox in vitro nur geringe Mengen an AOS produzieren kann (765 pmol min-1 mg-1 Protein

gegenüber 365 nmol min-1 mg-1 Protein; Menckhoff und Lüthje, 2004). Diese trans-Aktivität

spielt daher möglicherweise eher eine Rolle in der Signaltransduktion durch AOS als im

oxidativen Burst.

Die für die partiell gereinigten pmPOX mit NADH in Gegenwart von Ferulasäure ermittelten

Raten (Tab. III) waren um den Faktor 1750 höher als die für ungewaschene PM aus Mais

gemessenen Gesamtaktivitäten in Gegenwart von phenolischen Substanzen (Hadži-

Taškovic Šukalovic et al., 1998). Ein ähnliches Verhältnis zeigte sich im Vergleich mit der
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Gesamtaktivität gewaschener PM aus Blütenständen des Blumenkohls (Brassica

oleracea L.) mit NADH als Substrat und in Abwesenheit phenolischer Substanzen (Askerlund

et al., 1987). Eine Hemmung durch Mn2+ wurde auch für NAD(P)H-Oxidaseaktiväten

ungewaschener PM-Vesikel aus Blumenkohlblütenständen und Sojabohnenhypokotylen

beschrieben (Zancani et al., 1995; Askerlund et al, 1987; Penel und Castillo, 1991). Wie

bereits im Zusammenhang mit den H2O2-entgiftenden Enzymaktivitäten dargestellt kann

Mn2+ an der Regulation von Peroxidasen beteiligt sein (Greppin et al., 1999; van Huystee et

al., 1996).

Wie erwartet wurden die NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten von allen drei PM-gebundenen

Peroxidaseaktivitäten durch Zugabe von SOD vollkommen gehemmt (Tab. V). Die Differenz

der NADH-Oxidation in Abwesenheit bzw. Gegenwart von SOD gilt als Maß für entstehende

Superoxidanionen (Askerlund et al., 1987).

Tab. V: NADH-Oxidaseaktivitäten von pmPOX in Gegenwart verschiedener Effektoren.

Der Sauerstoffverbrauch in Gegenwart der PM-gebundenen Peroxidasen nach einer

Reinigung durch Kationenaustauschchromatographie und zusätzliche Gelfiltration wurde

bei pH 4,25 gemessen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 mM NADH gestartet.

Die Kontrollraten sind in Tab. IV dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte und

Standardabweichungen von (n = 3) Experimenten. FAD, Flavinadenindinukleotid; FMN,

Flavinmononukleotid; SOD, Superoxiddismutase

Effektor Konz. pmPOX1 pmPOX2a pmPOX2b
(% der Kontrolle)

Kontrolle 100,0 ±   9,9 100,0 ± 5,8 100,0 ±   8,4

FMN   1 µM 133,1 ±   8,8 1155,5 ± 38,7 481,1 ± 63,9

10 µM 340,9 ± 18,4 480,4 ± 51,7 129,0 ± 18,1

FAD   1 µM 186,3 ± 10,8 277,4 ± 14,0 283,7 ±   3,4

10 µM 285,1 ± 11,5 316,4 ± 26,6 165,4 ± 14,7

Azid  1 mM   58,7 ±   4,8   83,5 ± 13,6   87,0 ±   5,0

Catalase 50 U ml-1   53,3 ±   3,7   90,7 ± 14,3   84,1 ± 19,7

SOD 50 U ml-1   0   0    0

Während der klassische Peroxidaseinhibitor Azid die Guajacolperoxiaseaktivitäten der

pmPOX fast vollständig zum Erliegen brachte (Mika, 2001), wurden deren NADH-

Oxidaseaktivitäten um maximal 41 % gehemmt (Tab. V). In Gegenwart von Catalase wurde

die Aktivität von pmPOX1, pmPOX2a und pmPOX2b um 9 – 47 % gehemmt. Beide

Effektoren zeigten eine ähnliche Größenordnung der Effekte bei NADH-Oxidaseaktivitäten

von PM aus Blumenkohl (Askerlund et al., 1987), während die Gesamtaktivität von

ungewaschenen PM aus Soja bei einem pH-Wert von 5,5 durch Azid wesentlich stärker
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gehemmt wurde (Vianello et al., 1997). Bei Hämperoxidasen treten in der Regel stärkere

Hemmungen in Gegenwart von Azid und Catalase auf. Möglicherweise ist ein nicht

unerheblicher Teil der Rate auf die autokatalytische Zerfallsreaktion des NADH

zurückzuführen, so dass die Inhibition bei Messungen in einem weniger sauren pH-Bereich

prozentual stärker ausgefallen wäre.

Eine intensive Stimulation von NADH-Oxidaseaktivitäten durch phenolische Säuren, wie

Ferulasäure, wurde für Peroxidasen beschrieben (Mäder und Füssl, 1982) und auch an PM

aus Blumenkohlinfloreszenzen beobachtet (Askerlund, 1987). Phenolische Substanzen

steigern die Oxidation von NAD(P)H durch den Abbau der inaktiven Form der Peroxidasen

(PO-ox-III), welche als Nebenprodukt der Reaktion entsteht (Penel und Castillo, 1991).

Die Charakteristika der AOS-Produktion durch PM-gebundene Peroxidasen zeigten auch

Ähnlichkeiten zur NADPH-Oxidase der humanen Phagozyten: Flavine wie FAD und FMN

führten zu einer starken Stimulierung der AOS-Produktion der drei pmPOX (Tab. V).

Die NADH-Oxidaseaktivität von pmPOX2a stieg in Gegenwart von 1 µM FMN auf mehr als

1100 % an. Möglicherweise handelt es sich daher bei diesem Enzym in vivo um ein

Flavoprotein. Eine Bestätigung dieser Annahme sollte jedoch durch eine Sequenzanalyse

erfolgen. Im humanen NADPH-Oxidasekomplex ist ein FAD am transmembranen

Elektronentransport beteiligt (Henderson und Chappell, 1996).

Die humane NADPH-Oxidase wird durch DPI inhibiert (Henderson und Chappell, 1996). Ein

häufig zitiertes Argument für die Existenz eines Rboh in der pflanzlichen PM, ist daher eine

Hemmung der AOS-Produktion durch DPI. Andererseits ist bekannt, dass dieser Inhibitor

auch mit anderen Flavoenzymen sowie mit Peroxidasen reagiert (Baker et al., 1998; Frahry

und Schopfer, 1998; Trost et al., 1997). Interessanterweise wurden die NAD(P)H-

Oxidaseaktivitäten aller drei PM-gebundenen Peroxidasen bereits in Gegenwart geringer

Konzentrationen dieses Effektors (20 –100 µM) vollständig gehemmt (Abb. 3.3). Eine

50 %ige Inhibition konnte für pmPOX1 bei einer Konzentration von 10 µM, für pmPOX2a bei

26 µM und für pmPOX2b bei 49 µM DPI in Gegenwart von 1 µM FMN festgestellt werden.

DPI scheint hierbei nicht auf den enzymatisch kontrollierten O2
-•-bildenden Schritt

pflanzlicher Peroxidasen einzuwirken, sondern möglicherweise auf die nicht-enzymatischen

bimolekularen Reaktionen (Ros Barceló und Ferrer, 1999).

Die pH-Optima der NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten der pmPOX im sauren Bereich stimmten

nicht mit der für Gartenbohne und andere Pflanzen gefundenen Alkalisierung während des

oxidativen Bursts überein (Bolwell et al., 2002; Otte et al., 2001; Boller, 1995). Die

Verwendung von NAD(P)H als Substrat ist möglicherweise nur bei einer Lokalisierung der

pmPOX auf der Innenseite der Membran möglich, da die Existenz von NAD(P)H im
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Apoplasten bisher nicht nachgewiesen wurde. An Zellkulturen der Gartenbohne wurde eine

apoplastische lösliche Peroxidase untersucht, deren pH-Optimum für die Bildung von AOS in

Gegenwart apoplastischer Flüssigkeit elizitorbehandelter Zellen im neutralen Bereich liegt

und die in vitro Cystein zur Produktion von AOS als Elektronendonator verwenden kann

(Bolwell und Wojtaszek 1997, Bolwell et al., 1995).

Abb. 3.3: Effekt von Diphenylenjodonium auf die NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten von pmPOX.

Die Enzymaktivität der partiell gereinigten Peroxidasen wurde als Sauerstoffverbrauch in Gegenwart
von 1 µM FMN und 2 mM NADPH (pmPOX2a, ) oder NADH (pmPOX1, ▲, pmPOX2b, ) detektiert
wie im Material und Methodenteil beschrieben.

Im Gegensatz zur AOS-Produktion der pmPOX waren die NADPH-Oxidaseaktivitäten

ungewaschener PM aus Tomate (Lycopersicon esculentum MILL.) und Tabak (Nicotiana

tabacum L.) durch Ca2+ stimulierbar (Sagi und Fluhr, 2001). Da für eine pflanzliche NADPH-

Oxidase, eine Regulation durch Ca2+ postuliert wurde (Keller et al., 1998) und die

Enzymaktivitäten in Tomate und Tabak unter anderem durch DPI gehemmt wurden, wurden

diese einem Rboh zugeschrieben und als Indiz für eine Lokalisierung des Enzyms in der PM

dieser Pflanzen gewertet. Die Wirkung von Peroxidaseinhibitoren wie Azid oder KCN auf die

Aktivitäten wurde jedoch nicht untersucht.
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Da eine Öffnung von Calciumkanälen in der PM essentiell für die Initiierung der AOS-

Produktion in Tabak zu sein scheint (Olmos et al., 2003, Chandra und Low, 1997), könnte es

auch in Mais im Rahmen einer entsprechenden Signaltransduktion zu einem Absinken der

Calciumkonzentration im Apoplasten und einem Anstieg der Konzentration im Cytosol

kommen. Da die AOS-Produktion der pmPOX in vitro in Abwesenheit von Ca2+ höher ist,

wäre eine Beteiligung dieser Enzyme am oxidativen Burst im Hinblick auf eine Regulation

durch Ca2+ nur denkbar, wenn die Regulation der Peroxidasen auf der Außenseite der

Membran erfolgen würde. Ein Cadmiuminduzierter oxidativer Burst in Tabakzellkulturen

wurde in Gegenwart von 5 mM Ca2+ im Medium vollständig unterdrückt, während eine

Ca2+-Konzentration von 0,5 mM keine Wirkung auf den Ablauf der AOS-Produktion zeigte

(Olmos et al., 2003)

3.3.3 Untersuchungen zur Existenz eines putativen gp91phox-Homologs (ZmRboh1) in

der PM von Zea mays L.

Im Zusammenhang mit den ermittelten NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten der PM-gebundenen

Peroxidasen (siehe Abschnitt 3.3.2) stellte sich die Frage, ob diese auf der Existenz von

Dualoxidasen basieren könnten, d.h. humane NADPH-Oxidasen, welche über Domänen mit

Peroxidaseaktivität verfügen. In Datenbanken konnten bisher jedoch weder im Mais- noch im

Arabidopsisgenom putative Sequenzen pflanzlicher Dualoxidasen gefunden werden

(September 2005). Stattdessen wurde durch Sequenzvergleiche von Expressed Sequence

Tags (ESTs) mit der Nukleinsäuresequenz des humanen gp91phox, der zentralen Untereinheit

der humanen NADPH-Oxidase aus Neutrophilen, eine putative homologe cDNA dieses

Enzyms (ZmRboh1; Zea mays respiratory burst oxidase homolog 1) in Mais identifiziert

(L. Henderson und S. Lüthje, pers. Mitteilung). Die Aminosäuresequenz des aus ZmRboh1

abgeleiteten Proteins wies eine Ähnlichkeit von 25 % zu gp91phox, 47 % zu RbohF aus

Arabidopsis und 72 % zu RbohA aus Reis (Oryza sativa L.) auf. Da das abgeleitete Protein

jedoch N-terminal unvollständig zu sein scheint, ließ sich aus der Sequenz keine putative

Lokalisierung vorhersagen.

Aufgrund der besonders deutlichen Übereinstimmung der C-terminalen Region des aus

ZmRboh1 abgeleiteten Proteins mit dem C-Terminus von gp91phox wurden Experimente mit

polyklonalen Antikörpern gegen diese Region durchgeführt, um zu klären, ob ZmRboh1 als

ein weiteres möglicherweise AOS-produzierendes Protein an der PM von Mais lokalisiert ist.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abb. 3.4 dargestellt. Anhand der Antikörper gegen

die C-terminale Region des gp91phox wurde keine der PM-gebundenen Peroxidasen

detektiert. Stattdessen wurde in PM-Vesikeln aus Maiswurzeln ein einzelnes Protein mit

einer molekularen Masse von 70 kDa markiert. Dieses wird im Folgenden als Antikörper-
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detektierbares Protein bezeichnet. Polyklonale Antikörper (H-60) gegen den dritten externen

Loop des gp91phox, detektierten keinerlei Protein. Dieses Ergebnis war jedoch nicht

überraschend, da die entsprechende Region des ZmRboh1 nur sehr geringe Ähnlichkeit mit

dem humanen Protein aufweist. Alle Antikörper reagierten mit gp91phox in humanen

Phagozytenmembranen, welche als Positivkontrolle verwendet wurden.

Abb. 3.4: Western Blots des Antikörper-detektierbaren Proteins.

Je 50 µg Protein aus verschiedenen Membranfraktionen wurden in einer SDS-PAGE elektrophoretisch
getrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und einer Immunodetektion unterzogen (A).
Anhand von polyklonalen Antikörpern gegen den C-Terminus des humanen gp91phox wurde in PM aus
Maiswurzeln und in Solubilisaten gewaschener PM ein einzelnes Protein detektiert, welches eine
molekulare Masse von 70 kDa aufwies. Dargestellt sind Ergebnisse aus n = 2 - 3 unabhängigen
Experimenten. Positivkontrolle (a; humane Phagozytenmembran); Mikrosomen (b), PM (c) und
CHAPS/Aminocaproinsäure-Solubilisat aus PM (d) von Maiswurzeln. In einer Wiederholung der
Experimente mit einer modifizierten nicht-reduzierenden SDS-PAGE (B) wurde die gleiche 70 kDa-
Bande detektiert. Daher handelt es sich offenbar um ein monomeres Protein. Weiterhin konnte die
Glykosylierung des enthaltenen Proteins anhand der Biotin/Streptavidin-Methode (Details siehe
Material und Methodenteil) nachgewiesen werden (C).

Das Antikörper-detektierbare Protein konnte zusammen mit den PM-gebundenen

Peroxidaseaktivitäten aus den Membranen solubilisiert und durch die für pmPOX etablierten

Reinigungsschritte akkumuliert werden. Es eluierte in der Kationenaustausch-

chromatographie bei einer KCl-Konzentration von 240 mM, d.h. zwischen pmPOX1 und

pmPOX2 (Abb. 3.5 A). Die weitere Reinigung des Proteins durch eine zusätzliche

Gelfiltration trennte das Protein vollständig von pmPOX1 und pmPOX2b ab, während eine

Überschneidung des Peaks mit pmPOX2a zu verzeichnen war (Abb. 3.5 B). Vergleiche von

Ergebnissen aus SDS- und modifizierter SDS-PAGE zeigten, dass es sich um ein Monomer

handelt (Abb. 3.4). Eine Glykosylierung des Proteins wurde durch die Breite und Diffusität

der Bande im Gel bereits angedeutet und konnte durch die Biotin-Streptavidin-Methode

nachgewiesen werden.

Eine AOS-Produktion, ermittelt als NAD(P)H-abhängige XTT-Reduktion im alkalischen

pH-Bereich (pH 7,0 – 8,0), war in den Peakfraktionen der Gelfiltration weder in Abwesenheit

noch in Gegenwart von Calcium detektierbar. Wie bereits erwähnt, wurde eine Stimulierung

A                                    B            C

a        b        c        d                         

A                                    B            C

a        b        c        d                         
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Abb. 3.5: Elutionsprofile der pmPOX im Vergleich zum Antikörper-detektierbaren Protein.

A. Durch Kationenaustauschchromatographie wurden pmPOX1 und pmPOX2 voneinander getrennt.
Es kam in beiden Fällen zu einer Überlagerung mit dem Antikörper-detektierbaren Protein. B. Durch
Gelfiltrationen der jeweiligen Peakfraktionen aus den Kationenaustauschchromatographien wurden
die pmPOX weiter aufgespalten, während das Antikörper-detektierbare Protein mit Ausnahme von
pmPOX2a von den Peroxidasen abgetrennt werden konnte.
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der NADPH-Oxidaseaktivität der pflanzlichen Rboh durch Ca2+ postuliert (Sagi und Fluhr,

2001; Keller et al., 1998). Da die humane NADPH-Oxidase aus Neutrophilen erst in

Gegenwart cytoplasmatischer Komponenten die volle Aktivität zeigt, könnte das Fehlen einer

Aktivität in den partiell gereinigten Proteinfraktionen auf den Verlust solcher Komponenten

zurückzuführen sein. Andererseits konnten homologe Gene zu einigen dieser Komponenten

in Pflanzen bisher nicht identifiziert werden. Ein Verlust der postulierten nichtkovalent

gebundenen Hämgruppen aufgrund der sauren pH-Bedingungen während der

Solubilisierung und Reinigung kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

Tab. VI: Massenspektrometrische Analyse des Antikörper-detektierbaren Proteins.

Peakfraktionen des Antikörper-detektierbaren Proteins aus Gelfiltrationen wurden in einer

modifizierten SDS-PAGE aufgetrennt. Die detektierte Proteinbande wurde aus dem Gel

ausgeschnitten, durch Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS/MS) in einem QTOF-2-Instrument

analysiert und anhand des Mascot MS/MS-Ionen-Suchalgorithmusses evaluiert. Passende ESTs

wurden allen verfügbaren Datenbanken entnommen, durch in silico Cloning zu überlappenden Contigs

zusammengefügt und mit Sequenzen der TIGR Tentative Consensus-Datenbank verglichen. Die

dargestellten EST-Contigs aus Z. mays enthalten alle ESTs, welche zu den identifzierten Peptiden

passen (Februar 2005). (a) TC253916 aus Mais ist durch eine korrespondierende genomische DNA

(ZmGSStuc04-27-04.899.1; Plant GDB) im Vergleich mit ähnlichen Aminosäuresequenzen und

EST-Contigs anderer Spezies verlängerbar (Q651P3 aus Reis, LYM2_ARATH aus Arabidopsis und

TC144557 aus Tomate); (b) TC252026 aus Mais ist durch eine korrespondierende genomische DNA

(MAGI_75305; MAGI) verlängerbar.

Nr. Tryptische Peptide identifiziert

durch

ESI-MS/MS

Passende

Sequenzen

(Z. mays)

Ähnliche

Proteine

(O. sativa)

Bezeichnung

1 FYSLSMLGTLSGK TC249113 Q6AUG3 Putatives fascilin-ähnliches
Protein

2 ALLAANGLPLSTPPTAPAPVPLR Q651P3

3 SLLAGQVLDVPLR

 TC253916a Protein mit einer putativen
peptidoglykan-bindenden

LysM-Domäne

4 ASTPLDFPATDLAADAAGGK  TC252026b Q84QW4 Putativ auxin-induziertes
Protein mit einer DUF568-

Domäne

5 QIVIGDTVVFTYNK TC258129 Q84M48 Putatives Phytocyanin

In massenspektrometrischen Analysen des Antikörper-detektierbaren Proteins wurden

mehrere Peptide identifiziert (Tab. VI). Korrespondierende ESTs konnten aus Datenbanken

extrahiert und zu putativen cDNAs zusammengesetzt werden, welche Ähnlichkeiten zu

verschiedenen Proteinen zeigten. Das Antikörper-detektierbare Protein scheint daher nicht

bis zur Homogenität gereinigt worden zu sein. In Vergleichen der identifizierten

Peptidsequenzen und allen korrespondierenden ESTs mit der Aminosäuresequenz von

ZmRboh1 und anderen Rbohs wurden keine signifikanten Sequenzübereinstimmungen
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ermittelt. gp91phox enthält sechs transmembrane Domänen. Da entsprechende

Vorhersageprogramme auch in der aus ZmRboh1 abgeleiteten Aminosäuresequenz sechs

hydrophobe Domänen vorhersagten, könnte das Protein so hydrophob sein, dass

möglicherweise keines seiner Peptide in der massenspektrometrischen Analyse detektiert

wurde.

Eine Region des EST-Contigs TC258129 zeigte eine schwache Ähnlichkeit zum C-Terminus

des gp91phox. Daher könnte dieses Protein von den polyklonalen Antikörpern detektiert

worden sein. Aufgrund der massenspektrometrischen Analyse wurde in der Bande unter

anderem ein Protein identifiziert, welches eine putative peptidoglycanbindende LysM-

Domäne enthält (TC253916). Dieses Protein enthielt zwei der ermittelten Peptide. Es zeigte

eine hohe Ähnlichkeit zu dem Glycoprotein LYM2_ARATH (O23006) aus Arabidopsis.

LYM2_ARATH ist Teil des sekretorischen Stoffwechselweges und liegt über einen

GPI-Anker an die Membran gebunden vor (Borner et al., 2003).

Die molekulare Masse des aus ZmRboh1 abgeleiteten Proteins beträgt etwa 70 kDa.

Aufgrund der N-terminal fehlenden Aminosäurereste dürfte der tatsächliche Wert jedoch

wesentlich größer sein. Die aus der Aminosäuresequenz des RbohA aus Reis errechnete

molekulare Masse beträgt 97 kDa (Groom et al., 1996). Da die breite und diffuse Form der

Bande sowohl in der Detektion durch die Antikörper gegen gp91phox als auch beim Nachweis

der Glykosylierung identisch war (Abb. 3.4), scheint die Glykosylierung Teil des Antikörper-

detektierbaren Proteins und nicht eines der zusätzlich enthaltenen Proteine zu sein. Daher

kann die molekulare Masse des nichtglykosylierten Apoproteins weniger als 70 kDa

betragen. Beispielsweise beträgt die aus der Sequenz des phagozytären gp91phox ableitbare

theoretische molekulare Masse 57 kDa, das glykosylierte Protein erscheint jedoch in

SDS-PAGE-Gelen bei etwa 70 kDa (Abb. 3.4). Aus den genannten Gründen ist eine

Übereinstimmung des Antikörper-detektierbaren Proteins mit ZmRboh1 unwahrscheinlich.

Da durch die gegen den C-Terminus des gp91phox gerichteten Antikörper in PM aus Mais

kein weiteres Protein detektiert wurde, ist ZmRboh1 möglicherweise in einem anderen

Kompartiment der Maiszelle lokalisiert. Sowohl die hier gezeigten Ergebnisse als auch die

von anderen Autoren diskutierten Beobachtungen (Lüthje et al., 2005; 2000; Murphy et al.,

1998) sprechen gegen eine Lokalisation dieses Proteins in der PM.

Fazit

Durch polyklonale Antikörper gegen den C-Terminus von gp91phox wurde in PM aus

Maiswurzeln ein monomeres, glykosyliertes Protein mit einer molekularen Masse von 70 kDa

detektiert. Dieses Protein wurde partiell gereinigt und konnte von den pmPOX durch

Gelfiltration getrennt werden. Durch ESI-MS/MS-Analysen der Proteinbande wurden jedoch

keine Peptide mit Ähnlichkeit zu putativen Rbohs identifiziert. In Peakfraktionen des Proteins
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aus Gelfiltrationen wurde keine AOS-Produktion detektiert. Daher scheint dieses Protein

nicht an der in dieser Untersuchung beobachteten Superoxidradikalproduktion beteiligt zu

sein.

Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten partiell gereinigten

pmPOX in der Lage sind, in vitro große Mengen an AOS zu produzieren. Die ermittelten

Charakteristika der AOS-Produktion scheinen jedoch anders zu sein, als die bisher für die

Beteiligung von Peroxidasen am oxidativen Burst postulierten. Daher scheint eine

Beteiligung dieser Proteine am oxidativen Burst in vivo eher unwahrscheinlich zu sein (Mika

et al., 2004). Für Mais ist jedoch nur relativ wenig über die AOS-Produktion in Gegenwart der

verschiedensten abiotischen und biotischen Stressfaktoren, des oxidativen Bursts bei

Pflanzen-Pathogen-Interaktionen oder der Beteiligung von AOS an der Signaltransduktion

bekannt.

Aufgrund der Gesamtheit der Ergebnisse müssen jedoch einige Veröffentlichungen, in denen

die AOS-Produktion an pflanzlichen PM-Vesikeln durch DPI auf ein NADPH-

Oxidasehomologon zurückgeführt wurden (z.B. Jiang und Zhang, 2003; Sagi und Fluhr,

2001; Keller et al., 1998), neu überdacht werden. Da in diesen Arbeiten keine oder zu

geringe Konzentrationen an Peroxidaseinhibitoren verwendet wurden, könnten PM-

gebundene Peroxidasen teilweise für die Raten mitverantwortlich gewesen sein. Darüber

hinaus zeigten die unterschiedlichen Charakteristika der NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten der

drei pmPOX, dass es sich um mindestens drei verschiedene PM-gebundene Peroxidasen

handelt.

3.4 Isoelektrische Punkte

Isoelektrische Fokussierungen der PM-gebundenen Peroxidasen wurden unter den

unterschiedlichsten Bedingungen, d.h. in Gegenwart oder Abwesenheit von Harnstoff

und / oder Detergenz, durchgeführt, um eine Auftrennung der eher hydrophoben

Membranproteine zu optimieren und eine Detektierung durch Hämfärbung zu ermöglichen.

Es zeigte sich, dass pmPOX1 und pmPOX2b anionische Peroxidasen sind. Für pmPOX1

konnte ein isoelektrischer Punkt von 5,2 ermittelt werden (n = 3). In pmPOX2b-haltigen

Fraktionen konnten wie in der modifizierten SDS-PAGE drei Banden identifiziert werden,

welche in einem pH-Bereich zwischen 5,5 und 7,0 lagen. Eine Isoelektrische Fokussierung

von pmPOX2a detektierte eine anionische (IEP = 4,9) und eine kationische Proteinbande

(IEP = 7,9). Da jedoch sowohl für pmPOX2b als auch für pmPOX2a keine Unterschiede in

der Intensität der Banden feststellbar waren, konnte keine der Banden den Peroxidasen

eindeutig zugeordnet werden. Pflanzliche Peroxidasen zeigen das gesamte Spektrum an
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möglichen isoelektrischen Punkten. Bisher in Mais identifizierte Peroxidasen wiesen Werte

von pH 4 bis >10 auf (Dowd and Johnson, 2005; Gray und Montgomery, 2003; De Souza

und MacAdam, 2001; Prasad et al., 1995; Kim et al., 1988). Ludwig-Müller et al. (1990)

solubilisierten Peroxidaseaktivitäten aus PM von Brassica campestris L. mit CHAPS und

führten Isoelektrische Fokussierungen mit Aktivitätsfärbungen durch. Es wurden fünf

verschiedene Banden mit isoelektrischen Punkten von 4,5; 7,8; 8,1 sowie 8,7 identifiziert. Da

die isolierten Membranvesikel jedoch vor der Solubilisierung nicht gewaschen wurden, waren

die PM wahrscheinlich durch lösliche Proteine verunreinigt.

3.5 Identifizierung einer vierten pmPOX

Zur Verbesserung der Trennleistung wurde die im Labor bereits etablierte Methode zur

Reinigung der Peroxidasen (Mika, 2001) im Anschluss an die biochemische

Charakterisierung der prosthetischen Gruppen und der Enzymaktivitäten modifiziert. Statt

einer Uno-S-Säule wurde für die Kationenaustauschchromatographie eine Mono-S-Säule

verwendet und die Laufbedingungen geringfügig geändert (Details siehe Material und

Methoden). Die Charakteristika der Elution änderten sich nicht. Die solubilisierte

Peroxidaseaktivität wurde in der Kationenaustauschchromatographie in zwei Peaks

aufgetrennt und eluierte bei den gleichen KCl-Konzentrationen. Auch die Relationen der

Peaks blieben identisch. Es traten jedoch zwei Veränderungen auf: Erstens wurde durch die

Verdoppelung des Elutionsvolumens eine deutlichere Trennung der beiden

Peroxidaseaktivitäten erreicht und weitere unerwünschte Proteine abgetrennt. Zweitens

wurde nicht nur pmPOX2 sondern auch pmPOX1 in einer anschließenden Gelfiltration in

weitere Aktivitätspeaks aufgespalten (Abb. 3.5). Die zusätzlich gereinigte vierte

Peroxidaseaktivität scheint von der Uno-S-Säule nicht gebunden worden zu sein und war

offenbar Teil der im Durchfluss der Kationenaustauschchromatographie ermittelten geringen

Guajacolperoxidaseaktivität (Mika, 2001). Genauer biochemisch charakterisiert wurden

jedoch im Wesentlichen pmPOX1, pmPOX2a und pmPOX2b. Um Missverständnissen

vorzubeugen wurde die neu identifizierte Peroxidaseaktivität als pmPOX3 bezeichnet.

pmPOX3 eluiert in Gelfiltrationen nach dem gleichen Elutionsvolumen wie pmPOX2b. In

pmPOX3-angereicherten Fraktionen der Gelfiltration wurden in Gegenwart von Guajacol

Oxidationsraten von 54,7 µmol min-1 mg-1 Protein gemessen, während pmPOX1, pmPOX2a

und pmPOX2b Guajacolperoxidaseaktivitäten von 61,9; 26,5 und 6,9 µmol min-1 mg-1 Protein

zeigten.
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3.6 Relative molekulare Massen

Durch Experimente mit einer modifizierten SDS-PAGE und im Anschluss daran

durchgeführter Zymogramme ist es gelungen, pmPOX1, pmPOX2a und pmPOX2b im Gel zu

identifizieren und deren scheinbare molekulare Massen zu ermitteln. In pmPOX1-haltigen

Fraktionen wurde nach der Gelfiltration durch Anfärbung von Hämgruppen eine einzelne

Bande mit einer molekularen Masse von 98 kDa detektiert (Abb. 3.6). Für pmPOX2b war

nach der Gelfiltration eine starke Intensivierung einer 55 kDa-Bande zu beobachten,

während in pmPOX2a-haltigen Fraktionen neben zwei dünnen, sehr schwachen Banden mit

molekularen Massen von 184 und >200 kDa eine breite Bande von 138 kDa auftrat. Die

Intensität dieser 138 kDa-Bande nahm ebenfalls nach der Gelfiltration stark zu. In pmPOX3-

haltigen Fraktionen waren im Anschluss an die Gelfiltration zwei intensiv gefärbte Banden

mit molekularen Massen von 57 und 64 kDa zu beobachten.

Abb. 3.6: Hämfärbung von pmPOX-Fraktionen nach modifizierter SDS-PAGE.

Die Elektrophorese wurde mit verringerter SDS-Konzentration (0,1 % (w/v) SDS) in allen Lösungen
und in allen Gelen sowie ohne Dithiothreitol oder Mercaptoethanol durchgeführt. Dementsprechend
wurden Oligomere nicht in ihre Untereinheiten getrennt. Proteine mit Hämgruppen wurden aufgrund
ihrer Reaktion mit den Peroxidasesubstraten Tetramethylbenzidin und H2O2 visualisiert wie im Material
und Methodenteil beschrieben. pmPOX1 (a) und pmPOX2 (b) nach Kationenaustausch-
Chromatographie (links), pmPOX1 (c), pmPOX2a (d), pmPOX2b (e), pmPOX3 (g) nach zusätzlicher
Gelfiltration (rechts). (f) zeigt zusätzlich pmPOX2b nach Behandlung mit 25 mM Dithiothreitol. Balken
kennzeichnen die korrespondierenden molekularen Massen.

Aufgrund der Modifizierungen der SDS-PAGE handelt es sich um molekulare Massen

nichtreduzierter Enzyme (siehe Material und Methoden), d.h. möglicherweise vorhandene

  200 kDa    
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Oligomere blieben erhalten. Die unterschiedlichen Massen verdeutlichten die Existenz von

mindestens vier verschiedenen PM-gebundenen Peroxidasen.

Abb. 3.7: Halblogarithmische Darstellung der nativen molekularen Massen der pmPOX.

Verschiedene Markerproteine (n) wurden über eine Superdex 200-Gelfiltrationssäule unter den
gleichen Versuchsbedingungen eluiert, unter denen die Peroxidaseaktivitäten (¢) aufgetrennt wurden.
Im Vergleich mit den Elutionsvolumina der pmPOX konnten deren native molekulare Massen
berechnet werden. BSA, Rinderserumalbumin; HRP, Horseradish peroxidase. Für pmPOX1,
pmPOX3, pmPOX2a sowie pmPOX2b wurden scheinbare native Molekulargewichte von 70, 38, 155
und 38 kDa ermittelt.

Um die Ergebnisse aus den Gelelektrophoresen zu verifizieren, wurde ein zweiter

experimenteller Ansatz gewählt: Verschiedene Markerproteine wurden über eine

Superdex-200-Gelfiltrationssäule unter den gleichen Versuchsbedingungen eluiert, unter

denen die Peroxidaseaktivitäten aufgetrennt wurden. Aus den jeweiligen Elutionsvolumina

konnte eine Eichkurve erstellt und die molekularen Massen der nativen pmPOX berechnet

werden (Abb. 3.7). Für pmPOX1, pmPOX3, pmPOX2a sowie pmPOX2b wurden als

scheinbare native Molekulargewichte 70, 38, 155 und 38 kDa ermittelt. Diese Werte liegen

im Rahmen der möglichen Abweichungen zwischen nativ und durch SDS-PAGE ermittelten

Daten, welche unter anderem durch die Elution von Protein/Detergenz-Komplexen erzeugt

werden können. Bekannte Klasse-III-Peroxidasen zeigten molekulare Massen zwischen
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28 und 100 kDa (Hiraga et al., 2001; Kim et al., 1988). Eine 138 kDa-Peroxidase wurde

bisher für höhere Pflanzen nicht beschrieben.

In PM aus Wurzeln der Sojabohne wurden durch SDS-PAGE in Kombination mit einer

Hämfärbung Banden mit einer molekularen Masse von 38 und 45 kDa identifiziert (Vianello

et al., 1997). Diese Massen sind jedoch kleiner als die für alle pmPOX ermittelten und die

korrespondierenden Banden zeigten eine Abnahme der Intensität nach Waschen der

PM-Vesikel mit NaCl. Darüber hinaus wurden eine Reihe von apoplastischen löslichen

Peroxidasen mit vergleichbaren molekularen Massen in verschiedenen pflanzlichen Spezies

identifiziert (Hendriks et al., 1991). Die Unterschiede in den molekularen Massen könnten

jedoch auch auf dem unterschiedlichen Material basieren.

Die Peroxidasefärbung der isolierten Proteine deutet auf eine relativ starke nichtkovalente

Bindung der Hämgruppen an die Proteine hin. Nur pmPOX2b konnte nach einer Behandlung

mit Dithiothreitol durch Hämfärbung detektiert werden. Da pmPOX2b dieselbe molekulare

Masse zeigte wie in Abwesenheit reduzierender Substanzen (Abb. 3.6), konnte das Protein

als Monomer identifiziert werden. In pmPOX1- und pmPOX2a-haltigen Proben konnten nach

der gleichen Behandlung keine sichtbaren Banden detektiert werden. Möglicherweise führten

die Spaltungen von Disulfidbrücken zu Konformationsänderungen, die in einer Freisetzung

der Hämgruppen resultierten. Aufgrund der Existenz von Hämgruppen scheint es sich bei

den vier PM-gebundenen Enzymen daher nicht um Peroxiredoxine, d.h. Peroxidasen ohne

prosthetische Gruppe (Dietz, 2003), zu handeln.

Im Anschluss an die Zuordnung von Proteinbanden zu den PM-gebundenen

Peroxidaseaktivitäten werden die Abkürzungen pmPOX1, pmPOX2a, pmPOX2b und

pmPOX3 im Folgenden auch für die zugehörigen Proteine, Transkripte oder Gene

verwendet.

3.7 Glykosylierung

Eine Glykosylierung der Peroxidasen wurde für pmPOX1, pmPOX2a und pmPOX2b durch

eine Kombination aus modifizierter SDS-PAGE, Western Blotting und Biotin/Streptavidin-

Detektion untersucht und konnte für alle drei Peroxidasen bestätigt werden (n = 2). Diese

Ergebnisse stimmen mit der Hemmung der Peroxidaseaktivitäten durch Lektine überein

(Mika, 2001) und wurden auch anhand von diffusen Proteinbanden in SDS-Gelen sichtbar

(Abb. 3.6). Zusätzlich wurde die Glykosylierung von pmPOX1 in einer Affinitäts-

chromatographie mit einer Lektinmatrix deutlich. Das Enzym wurde an die Matrix gebunden.

Viele nichtglykosylierte Proteine konnten auf diese Weise abgetrennt werden. Die auf der

Methode basierenden Aktivitätsverluste waren jedoch so gravierend, dass ein solcher

Reinigungsschritt nicht effektiv genug erschien. Vianello et al. (1997) fanden ähnliche

,
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Hinweise: Nach einer Behandlung von Sojabohnenwurzeln mit Tunicamycin, einem Inhibitor

der Glykoproteinsynthese, reduzierte sich die Guajacolperoxidaseaktivität von

ungewaschenen PM-Vesikeln um 40 %. Aufgrund der Glykosylierung der von pmPOX1,

pmPOX2a und pmPOX2b können die wirklichen molekularen Massen der Proteine von den

experimentell ermittelten abweichen.

In pmPOX2a-haltigen Fraktionen konnte in vorläufigen Experimenten sowohl nach

modifizierter als auch nach reduzierender SDS-PAGE die gleiche 138 kDa-Bande detektiert

werden. Möglicherweise handelt es sich daher auch bei diesem Enzym um ein Monomer.
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3.8 Identifizierung der Sequenzen und bioinformatische Sequenzanalyse

3.8.1 Massenspektrometrische Peptidanalyse

Da ein Edman-Abbau äußerst stark angereicherter Proben der Peroxidase pmPOX2a und

des Antikörper-detektierbaren Proteins aufgrund zu geringer Proteinmengen und/oder einer

N-terminalen Blockierung der Proteine keinerlei Ergebnisse erzielte, wurde die gesamte

Proteinsequenzierung mittels ESI-MS/MS durchgeführt. Die Ergebnisse der

massenspektrometrischen Analyse sind in Tab VII dargestellt.

Anhand der identifizierten Mikrosequenzen, den dazugehörigen Massen und den aufgrund

der verwendeten Protease bekannten terminalen Aminosäuren der Peptide wurden BLAST-

Suchläufe in allen verfügbaren Datenbanken durchgeführt und eine Anzahl Expressed

Sequence Tags (ESTs) identifiziert, deren translatierte Nukleotidsequenzen den ermittelten

Peptiden zu 100 % entsprachen. Identifizierte ESTs wurden durch überlappende ESTs

verlängert und sofern vorhanden im Vergleich mit ihrer zugehörigen genomischen DNA und

gut charakterisierten sehr ähnlichen Proteinsequenzen aus anderen Spezies zu Contigs

zusammengefügt und überprüft. Zur Bestätigung der resultierenden full length cDNAs

(cDNAs vollständiger Länge) oder fast vollständigen Nukleinsäuresequenzen wurden mit

dreien der fünf Proteine zusätzlich MALDI-TOF-Analysen durchgeführt und deren Ergebnisse

mit den virtuell abgeleiteten Aminosäuresequenzen der Sequenzierung verglichen.

Tab. VII zeigt einen Überblick über die Zugehörigkeit der identifizierten vollständigen

Nukleinsäuresequenzen oder Sequenzabschnitte zu den entsprechenden Enzymfamilien

basierend auf Sequenzähnlichkeiten. Für pmPOX1, pmPOX2b und pmPOX3 konnten

anhand der identifizierten massenspektrometrischen Daten korrespondierende Sequenzen

identifiziert werden, welche hohe Sequenzähnlichkeiten zu Peroxidasen der Klasse III, d.h.

des sekretorischen Stoffwechselweges, zeigten. Das Zusammenfügen bzw. die

Identifizierung der Sequenzen und deren Sequenzanalyse werden im Folgenden für die

einzelnen Proteine detailliert besprochen.
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Tab. VII: ESI-MS/MS-Analyse der vier pmPOX und Zugehörigkeit der anhand dieser Mikrosequenzen

und Massen ermittelten vollständigen oder fast vollständigen Aminosäuresequenzen.

Die Proteinbanden wurden im Anschluss an eine modifizierte SDS-PAGE aus dem Gel

ausgeschnitten, durch Nanoelektrospray-Massenspektrometrie in einem Q-TOF-2-Instrument

analysiert und anhand des MascotMS/MSion-Suchalgorithmusses evaluiert. Mit den identifizierten

Peptiden wurden BLAST-Suchläufe in allen verfügbaren Datenbanken durchgeführt und

entsprechende Nukleinsäuresequenzen der Proteine abgeleitet (Details siehe Kapitel 3.8.2.1).

Dargestellt sind die monoisotopischen Gesamtmassen der Peptide. Aufgrund des Verdaus der

Proteine mit Trypsin werden alle Peptide mit Ausnahme der N- bzw. C-terminalen Peptide der

Proteine von Lysin (K) oder Arginin (R) eingerahmt. (1) Ableitbare vollständige oder partielle

Aminosäuresequenz; C-terminale Peptidbereiche, für deren Massen es in Datenbanken keinerlei

Entsprechung gab, sind als Massen dargestellt (Masse in Da, in kleinen Klammern); alternative

Aminosäuresequenzen (in großen Klammern, durch Kommata getrennt). Leucin (L) kann auch

Isoleucin (I) bzw. Phenylalanin (F) kann ein oxidiertes Methionin (M) sein, da deren Massen identisch

sind. (2) Aufgrund der Massendifferenz könnte dieser Tyrosinrest möglicherweise ungewöhnlich

modifiziert sein.

  Massenspektrometrisch identifizierte Peptide  EnzymfamilieProbe MWexp

Nr.           Masse (Da) Aminosäuresequenz1                           (Subfamilie)

pmPOX1 98 pep 1     1736,86

pep 2     1861,62

pep 3     1400,70

DSISLTGSVSYQVPAGR

DSISLTGSVSYQVPAGR 2

GMGLFFSDNQLR

pmPOX2b 55 pep 1     1588,72

pep 2     2100,02

pep 3     1870,86

MGNISPLTGTQGIR

GLLHSDQQLFNGGATDGLVR

ALSG[1095]

pmPOX3 57 pep 1     1698,82

pep 2     1620,74

pep 3     1662,76

pep 4     1104,58

DGVVALGGPSWTVLLGR

LNLGT[814]

LNLGS[870]

VLLP[682]
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pmPOX2a 138 pep 1     1104,52

pep 2     1940,76

pep 3     1792,76

pep 4     1296,50

pep 5     1544,60

pep 6     1621,70

pep 7     1722,60

LGFGVVDAVVK

FQE[NGG,EV]LE

PEFLLLE[734]

[LS,EA,TV,AE,SL,VT]DFL[703]

FDYL[SS,QDD][831, 647]

AAGLAV[Y,N][620, 669]
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3.8.2 In silico Cloning und bioinformatische Sequenzanalyse von pmPOX1, pmPOX2b

und pmPOX3

3.8.2.1 Identifizierung und Analyse der Nukleotidsequenzen

Für pmPOX2b wurden durch ESI-MS/MS-Analyse drei Peptide ermittelt (Tab. VII). Anhand

von BLAST-Suchläufen in allen verfügbaren Datenbanken wurden zehn ESTs, eine größere

Anzahl Genome Survey Sequences (GSSs; Genomisches Equivalent zu ESTs) und eine

genomische DNA mit einer Länge von 2985 bp (MAGI_11759, Universität von Iowa)

identifiziert (Abb. 3.8 A). Aus diesen konnte eine vollständige Nukleinsäuresequenz

zusammengesetzt werden, in welcher die Massen und die korrespondierenden

Nukleotidsequenzen der drei Peptide zu 100 % enthalten waren. Sowohl die genomischen

Sequenzen als auch die identifizierten ESTs waren in allen überlappenden Bereichen

identisch. Die Anordnung der ESTs zur putativen cDNA erfolgte in Übereinstimmung mit der

genomischen Sequenz. Da die anhand der ESTs abgeleitete cDNA am 5’-Ende

unvollständig war, wurde die genomische DNA zusätzlich zur Komplettierung herangezogen,

da deren Exons durch Vergleiche mit den identifizierten ESTs und Nukleinsäure- bzw.

Aminosäuresequenzen sehr ähnlicher Peroxidasen aus anderen Pflanzenarten identifiziert

werden konnten. Als Beispiel wurde die cDNA von OsPrx109 (Oryza sativa peroxidase 109),

die ähnlichste Peroxidase aus Reis, schematisch abgebildet. Die resultierende

Nukleinsäuresequenz ist in Abb. 3.8 unter B dargestellt. Die putative cDNA von pmPOX2b

hat eine Länge von 1525 bp. Der Translationsstart befindet sich in Position 592 und der

offene Leserahmen besteht aus 966 bp.

Die Nukleotidsequenz der Peroxidase pmPOX1 konnte aus acht ESTs der Linie Zea mays L.

cv. B73 und einer aus Zea mays L. cv. W64 isolierten cDNA (ZmPox1, AJ401274; De Obeso

et al., 2003) zusammengefügt werden (Abb. 3.9 A). Die aus den ESTs der Linie B73

abgeleitete putative cDNA von pmPOX1 enthielt beide durch ESI-MS/MS identifizierten

Peptidsequenzen, die aus W64 stammende cDNA enthielt jedoch nur eines der Peptide. Die

Nukleotidsequenzen von pmPOX1 und ZmPox1 unterschieden sich jedoch nur in vier

Basenpaaren (Abb. 3.9 B). Dieser Unterschied scheint zu gering für verschiedene

Isoenzyme und könnte auf Sequenzierfehler, linienspezifische Sequenzunterschiede oder

die Existenz von Gendublikaten zurückzuführen sein.

Ausgehend von der putativen cDNA von pmPOX1, die auf ESTs der Maislinie B73 basiert,

findet sich an Position 489 im Vergleich mit ZmPox1 ein zusätzliches Basenpaar. Um mit der

Sequenz von ZmPox1 trotz dieser Leserahmenverschiebung einen peroxidaseähnlichen

Leserahmen zu erhalten, postulierten De Obeso et al. (2003) einen Translationsstart an

Position  455  (Startcodon  blau  markiert,  Abb.  3.9  C)  und  ignorierten  das  auch  in  ihrer
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A

B

Abb. 3.8: Identifizierung und Analyse der Nukleinsäuresequenz von pmPOX2b

A. Schematische Übersicht über die Genstruktur und die für die Herleitung der cDNA-Sequenz
verwendeten EST-Klone. Startcodon (), Stopcodon (*); (Details siehe Text) B. Genomische
Nukleinsäuresequenz von pmPOX2b. Promotorregion und 5’UTR (hellgrün), translatierter Bereich
(gelb), Introns (weiß), 3‘-UTR bzw. 3‘-Region (grau), Start-, Stopcodon (unterstrichen), putative CAAT-
und TATA-Boxen bzw. Polyadenylierungssignale (eingerahmt), putative cis-Regulatorische Elemente
(Core-Bereiche von Antioxidant-responsive elements; blau; As1, dunkelgrün; siehe Abschnitt 3.8.2.2)

GTAGGTATGT TCGTTCCTAT ATGTTATATA AAGCTTTATC TCTGACAGGG GACCGCGGTC GGCTAACATT   70
AATGTTCTTT TCTTCTTCTT TTCTGAAAAG GACCAGCTAT ATATTATGTT AAAAAATACG TAGGACAACG  140
ATCGCCATGT CCCTAACCAT ACATTTATAC CATCGTCCCT GGCCTGCAAG CACTTGATCC ACTCGCCCTT  210
CATTATTCGT CGTCGATTTG GACGCGAACC ATATCTTCAT AATTAATGCA TGGCAAAACC ATTCTATATA  280
CCAATAATGG CCAGCAAGCA TGCAGCGTCA CACTAGCTAT CAAACACACG GCATGGCATG TTACCAACAG  350
ACTGTCGTCA CGGGGGGCGA AACTAACCAA TATATGCAAA TTAAACGTGC ATGAAACACT GCTATATAAA  420
CGCAGATATG CATTGCCTGT TATATATGCA GGCTAGCCAT CATCAAGTCA AGGAACACTT AACCTGAAGA  490
AAACCACTAT TGCAGCAGCA GTATAGTCAA CGGTGTAGCA GTAGCTGCAT TGCGTTATTG GGGTAGTAGT  560
GTGGCAGTGT TGGACTGCTG GTCATCAGGT CATGGCTTCT TCTTCTTTTA CTTCCTTGTC AGTGATGGTG  630
CTCTTGTGCC TAGCGGCGGC GGCGGTGGCC TCGGCGCAAC TGTCGCCGAC ATTCTACTCC AGGTCGTGTC  700
CCAGAGCTCT GGCCACCATC AAGGCCGCCG TGACGGCCGC GGTTGCGCAG GAGGCTCGCA TGGGGGCCTC  770
CCTGCTCAGG CTCCACTTCC ATGACTGCTT TGTCCAAGCA AGTCCCTCTC AAGTCGATCT CATTATATTC  840
TCGCCTACTT AAATTTGACT ACACATCTAG TTCCACCCAT CAGCATGCAA TGTGACCACT GGTTAGAAAT  910
TACAGTATGT ACGGTATGGC ATTGCATCAT CGATCTTTAG CTGCCTCCAG TTTTTACCAC TGTTGTCAGA  980
CTTTCTGAGA GATCGTGCGA AACTAGCTAT TTTAATTTAG AGTCACTAGC TAGCTCTTTG GTCTTGCTCC 1050
TTGACAGCCA ATAGAATTCC CTAAAACACA ACTCGTAGCC ATACTACTTC AGTCGCCTGC AGAACACAAT 1120
GAACAGTTTT GACACTTGAA ACATATGCCC AACGCTTATT TTACACATTG GTATCCGTAT GAAACTTAAC 1190
AAATATTTAC TCCTTTGAAA ATATGTATTT TTTTTAAAAA AAAAATTGGT TAGCACACAA TCTCTATGAG 1260
CTAGATGGTT TTTAATACTC CCTCTGTCTC AAAATAAAAT TCGTTCTACC CTTTAGTTAA TTCATACAAT 1330
AATTGATGTA TTTGTTTTAT ATGTGTGTTT TTTATAATCA TCATCATCCA ATTGAACAAA GACATACAAA 1400
TCAAAAGCTG AAAACTAATA TTCTAGAACG GGTGGAGTAT TAAATCACGT TATAAAAAAT CATGTAACTA 1470
CTTATTTTGA TTTTCTTTAT TATATGTATG TACATCTATG CTGGTCCAAA AAATAAAGTA AAAACACTTT 1540
TCTACTTGAT CCACGTGCAG GGTTGCGATG GGTCGGTGCT GCTGAATGAC ACGGCCACCT TCACCGGCGA 1610
GCAGACCGCT AATCCGAACG TCGGCTCCAT CAGAGGCTTC GGCGTCGTCG ACAACATCAA GGCGCAGGTG 1680
GAGGCGGTGT GCCCGGGCGT CGTCTCCTGC GCCGACATCC TCGCCGTCGC CGCCCGCGAC TCCGTCGTCG 1750
CGGTAATAAG AAACGGACCC CGGACGGCCG GCCGGCGCGG CCGTAGTTAC ACGGATCCTC AGCCTTTTAA 1820
TTCCGTGTAC GTACGTTCAT ATGTGTGCTC TGCTGTGCAG CTGGGAGGGC CTTCGTGGAG GGTGCTTCTC 1890
GGGCGGAGGG ACTCGACGAC GGCGAGCCTA ACTCTAGCCA ACAGCGACCT GCCAGCGCCG TCCCTGGACC 1960
TCGCCAACCT CACCGCTGCG TTCGCCAAGA AGCGGCTCAG CAGGACCGAC CTGGTCGCTC TCTCAGGCGC 2030
GCACACGATC GGGCTGGCAC AGTGCAAGAA CTTCCGGGCG CACATATACA ACGACACCAA CGTGAACGCG 2100
GCGTTCGCGA CGCTGCGCAG GGCCAACTGC CCCGCGGCGG CCGGCAACGG CGACGGCAAC CTGGCGCCGC 2170
TGGACACCGC CACGCCCACC GCGTTCGACA ACGCCTACTA CACCAACCTG CTGGCGCAGA GAGGGCTGCT 2240
ACACTCCGAC CAGCAGCTCT TCAACGGCGG CGCCACGGAC GGCCTGGTCC GCACGTACGC GTCCACGCCG 2310
AGGAGGTTCA GCGGGGACTT CGCGGCGGCC ATGATCAGGA TGGGCAACAT CAGCCCGCTC ACCGGGACGC 2380
AGGGCCAGAT CAGGCACGCC TGTTCCAGGG TCAACTAGCT AGCTACGTAC TCGCGGCTAT AGCTACCTGT 2450
GCGTACGTCC CAAGTGATCC GACGATCCAA CGGTTCCCAT CAGTGATTAT CACTGTAATA AGGCCGGTTG 2520
TGCCATTGTC AGTTGCGCCT CTGTTTTGCT TGTACTGGTT CAAGAACTCC TCTTTCTCGA GTCAGCAAAG 2590
GTGGGTGTGA TATGACTCGG AAGGAAAGTG GCGACTAGCC TACCCATCAC CACACCATAT TTATGCCTTG 2660
TTCGTTTACG TCGGATTGCA CCCGGAATCG TTCCAGTTGA TCAAAGTTTA TATAAATTAG TGAAGCAATC 2730
CGGCTAGGAA TCGTTCCGAC CCACCAATCC GACACAAACG AACAAGTCCT TAATAATATT CTATGGTTGT 2800
TTACAAACTT TTTAAGGCAT TTGATTCCAA ATAACTCATC TAGACACAAA TTGACTAGTT TTATCAAGGT 2870
TTTAAATCTT CCGCTAGAGG TGCTGCTATC TCCGGTCATA GCTGTTTGTA GAGAATGAAG TTTTTAGCTC 2940
ATATGTATAA TTGAACTGCT AATAGCCTGA TTTACTTCAC TATTA

MAGI_11759
    Exon1                                                                           Exon2                                     Exon3

       Promotor           5‘-UTR                                           Intron1                                     Intron2                                                 3‘-UTR

*

ESTs aus Zea mays L.

Genomische DNA aus Zea mays L.

OsPrx109 cDNA

Putative cDNA

250 bp

CK368610

CK985645
CK827368

CF626691

BQ538879
CK369075

CF624631
CF635092

CK370949
CF632213

*

*
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A

B
482    →    496

pmPOX1 (B73)
CK370907
CF635049
CD572984

ZmPox1 (W64)

  →
  →
←

  →

  →

CGCGCAGCTCCGGGT
cgcgcagctccgggt
cgcgcagctccgggt
cgcgcagctccgggt

CGCGCAG-TCCGGGT

1194                        →                        1251
pmPOX1 (B73)
CK371063
CD651833
CF635209
CD661694

ZmPox1 (W64)

  →
  →
←
←
←

  →

TACTACAAGCT-CCTGCCTCGCGGCATGGGGCTCTTCTTCTCCGACAACCAGCTGCGC
tactacaagct-cctgcctcgcggcatggggctcttcttctccgacaaccagctgcgc
tactacaagct-cctgcctcgcggcatggggctcttcttctccgacaaccagctgcgc
tactacaagct-cctgcctcgcggcatggggctcttcttctccgacaaccagctgcgc
tactacaagct-cctgcctcgcggcatggggctcttcttctccgacaaccagctgcgc

TACTACAAGCTTCCTGCCTCGCGGCAT-GGGCTCTTCTTCTCCGACAACCCGCTGCGC

pmPOX1 (B73)
ZmPox1 (W64)

 Y  Y  K  L   L  P  R  G  M  G  L  F  F  S  D  N  Q  L  R
 Y  Y  K  L  P  A  S  R  H   G  L  F  F  S  D  N  P  L  R

C

Abb. 3.9: Identifizierung und Analyse der Nukleotidsequenz von pmPOX1

A. Schematische Übersicht über die Genstruktur und die für die Herleitung der cDNA-Sequenz
verwendeten EST-Klone. (Details siehe Text) B. Partielles Alignment der Nukleinsäure- bzw.
Aminosäuresequenzen von pmPOX1 und ZmPox1. Unterschiede zwischen den cDNA-Sequenzen
von ZmPox1 und pmPOX1 bestehen an vier Positionen. Abweichungen sind in der Nukleotidsequenz
rot, in der Aminosäuresequenz durch Rahmen markiert. Die durch massenspektrometrische Analyse
der Proteinproben an dieser Stelle determinierte Peptidsequenz ist rot unterlegt. Richtung der EST-
Sequenzierung (→,←). C. Putative cDNA von pmPOX1, zusammengefügt in Übereinstimmung mit
ESTs aus der Maislinie B73. 5‘UTR (grün), kodierender Bereich (gelb), 3‘UTR (grau); Start-,
Stopcodon (unterstrichen), von De Obeso et al. (2003) postuliertes Startcodon (blauer Kasten),
Intronposition (6).

ZmPox1 cDNA (W64)

pmPOX1 cDNA (B73)

AW000126EST aus Zea mays (W23)

ESTs aus Zea mays (B73)

CK371063
CD662137

CK369075
CF635049

CK370907

CD651833

CF635209
CD661694

AJ401274

250 bp

GAATTCATTG TGTTGGGGAA ACAATCAACC AGCAACACTC TTCTCTTATA ACATAGTACA GCGAAGGTAA   70
CTCACATGGC AACTTCCATG GGTTGTCTCG TCTTGCTCTG CCTTGTTTCT TCTCTCCTTC CCAGTGCCGT  140
CCTTGGCCAC CCATGGGGTG GCTTGTTCCC ACAGTTCTAT GACCATTCGT GCCCCAAGGC GAAGGAGATT  210
GTGCAGTCCA TTGTGGCACA GGCTGTGGCC AAGGAGACCA GGATGGCGGC ATCTTTAGTC AGACTGCATT  280
TCCATGACTG CTTTGTCAAG GGCTGCGATG CTTCGGTGCT GTTGGACAAC AGCAGCAGCG AGCTCAGTAC  350
ACAGCTAGGC ACAGCGACGG GGTCCGGTCC AGGGCCATGG CTAAGGAAAG CAAGCTAACG GCCGGAGTGG  420
CCGCCGCGCT GACCGTCGTC GCTGCTTGCG CGCTATGCCT GCTGCTGCCG GCGACGGCCC GCGCGCAGCT  490
CCGGGTGGGA TTCTACGACA CCAGCTGCCC CAACGCCGAG GCCCTCGTCC GCCAGGCCGT CGCGGCCGCC  560
TTCGCCAAGG ACGCCGGCAT CGCCGCCGGC CTCATCCGCC TCCACTTCCA CGACTGCTTT GTCAGGGGCT  630
GTGATGGATC CGTCCTCCTC ACCGTGAATC CTGGCGGCGG GCAGACTGAG CGTGACGCCC TCCCAAACAA  700
CCCGAGCCTC CGCGGCTTCG ACGTGATCGA CGCCGCCAAG ACCGCCGTTG AGCAGAGCTG CCCGCGCACA  770
GTCTCGTGCG CCGACATCGT CGCCTTCGCC GCCCGCGACA GCATCAGTCT CACCGGGAGC GTCTCGTACC  840
AGGTCCCCGC GGGCCGGCGC GACGGCCGCG TGTCCAACGC GACGGAGACC GTCGACCTAC CCCCGCCCAC  910
CTCCACGGCG CAAAGCCTGA CCGACTTGTT CAAGGCCAAG GAGCTTAGCG TGGAGGACAT GGTCGTCCTC  980
TCCGGCGCTC ACACCGTCGG CCGCTCCTTC TGCGCCTCCT TCTTCAAGCG CGTCTGGAAC ACAAGCACGA 1050
ACCCCGCTAC CGCAATC6G TGGACGCGGG GCTGAGCCCG TCGTACGCGC AGCTACTACG CGCGCTGTGC 1118
CCGTCAAACA CGACGCAGAC GACGCCGATC ACGACGGCCA TGGACCCGGG AACGCCCAAC GTGCTGGACA 1188
ACAACTACTA CAAGCTCCTG CCTCGCGGCA TGGGGCTCTT CTTCTCCGAC AACCAGCTGC GCGTGAACCC 1258
GCAGATGGCC GCGCTGGTGA GCAGCTTCGC GTCCAACGAG ACGCTGTGGA AGGAGAAATT CGCGGCGGCC 1328
ATGGTAAAGA TGGGACGCAT CCAGGTGCAG ACAGGGACGT GCGGAGAGGT CCGTCTCAAC TGCGGCGTCG 1398
TCAACCCGAG TTCGTACTCG TCGTCGTCGG CGGTGGAGCT GGGTTCGAGC GCGCCAGCAG CCGTCGGTGA 1468
AGAGGGCTAC GCCGCGAGCT AGTAGCTCGC ATACCAGTCT TCGGCCGCCG TCGTTGTCGA GATCAATGAT 1538
TTTTTTTCTC TCTCTCGCAT GCATCCCTCT TCTGCTTTTA TTTTGTCGCG TGGACTGTGG TTTTTGTTGT 1608
GTCGATGATC TTTGT

*
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Sequenz vorhandene weiter 5’ liegende ATG an Position 387. Die entsprechend abgeleiteten

putativen Proteine unterscheiden sich daher in den ersten 35 Aminosäuren. Darüber hinaus

konnte in der Sequenz von ZmPox1 an Position 1205 ein zusätzliches Thymin identifiziert

werden. Die Verschiebung des Leserahmens und der daraus resultierende Unterschied in

der Aminosäuresequenz erstreckt sich jedoch nur über fünf Aminosäuren (Abb. 3.9 B; linker

Rahmen), da in pmPOX1 eine kurze Strecke sequenzabwärts an Position 1221 ebenfalls

eine Insertion (G) zu finden ist. Die Nukleotidsequenz von pmPOX1 ist jedoch definitiv die,

welche anhand der ESTs aus der Maisinzuchtlinie B73 identifiziert werden konnte, da exakt

dieser Teil der Sequenz durch die ESI-MS/MS-Analyse als Peptid sequenziert wurde (rot

markiert). Die veränderten Aminosäurereste liegen in einem relativ variablen Bereich und

spielen möglicherweise eine untergeordnete Rolle für die Struktur und Funktion des Proteins.

Die zur Isolierung der Sequenzierproben verwendete Maislinie Jet scheint daher größere

Übereinstimmung mit B73 als mit W64 zu haben. Das an Position 1244 ausgetauschte

Basenpaar könnte entweder auf einer Transversion oder auf einem Sequenzierfehler

basieren. Ein Vergleich willkürlich ausgewählter ESTs anderer putativer Peroxidasen zeigte

nur geringe Unterschiede in den Nukleotidsequenzen verschiedener Maislinien. Sollten die

Unterschiede zwischen pmPOX1 und ZmPox1 nicht auf Sequenzierfehlern sondern auf

tatsächlichen Unterschieden zwischen Maislinien basieren, so wäre dies auf genomischer

Ebene eine enorme Veränderung. Eine derartige Nukleotiddiversität ist jedoch möglich. In

einer Analyse der allelischen Varianz eines Peroxidasegens (ZmPox3) aus Mais, welches

möglicherweise an der Lignifizierung beteiligt ist, wurden 37 Maisinzuchtlinien untersucht

(Guillet-Claude et al., 2004). Während insbesondere Introns besonders reich an

Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphism, SNP) und Insertionen oder

Deletionen waren, traten in der kodierenden Region von ZmPox3 maximal fünf nicht-

synonyme Einzelnukleotidpolymorphismen und eine Insertion oder Deletion auf.

Entsprechend der Klassifizierungen für den Austausch von Aminosäuren nach Li et al.

(1985) und Grantham (1974) entsprachen den fünf nicht-synonymen SNPs im kodierenden

Bereich des Gens fünf ausgetauschte Aminosäuren, deren Wechsel konservativ (Val/Leu

und Phe/Leu) oder mäßig konservativ (Ser/Thr, Ala/Ser und Ala/Thr) erfolgte. Das aktive

Zentrum, die proximale Hämbindestelle sowie das N-terminale Signalpeptid blieben von

diesen Änderungen ausgenommen (Guillet-Claude et al., 2004). Die Sequenzunterschiede

zwischen pmPOX1 und homologen Peroxidasen aus anderen Spezies (siehe Abschnitt

3.8.2.3.9) sind im Gegensatz zu den von Guillet-Claude et al. (2004) beschriebenen

Polymorphismen weitaus größer.

Durch zusätzliche MALDI-TOF-Analysen derselben Proteinbande wurde die von der cDNA

abgeleitete Aminosäuresequenz von pmPOX1 und die Abweichung der Aminosäuresequenz

von pmPOX1 im Vergleich mit ZmPox1 eindeutig bestätigt (Tab. VIII). Da jedoch in

Datenbanken keine EST-Klone zu finden waren, welche mit der abweichenden
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Nukleinsäuresequenz von ZmPox1 korrespondierten, scheint es sich bei pmPOX1 und

ZmPox1 eher nicht um eine Genduplikation innerhalb des Genoms einer Maislinie zu

handeln, sondern um Transkripte des gleichen Gens. Somit wären die Sequenz-

abweichungen nur auf die unterschiedlichen Maislinien zurückzuführen.

Die full length cDNA von pmPOX1 hat eine Länge von 1731 bp. Der offene Leserahmen ist

1105 bp lang.

Tab. VIII: MALDI-TOF-Analyse von pmPOX1.

Die Proteinbande von pmPOX1 wurde im Anschluss an eine modifizierte SDS-PAGE aus dem Gel

ausgeschnitten, die enthaltenen Proteine extrahiert, tryptisch verdaut und nach entsprechender

Vorbereitung massenspektrometrisch analysiert. Die ermittelten Massen der tryptischen Peptide

wurden zur Überprüfung der putativen cDNA von pmPOX1 mit deren Aminosäuresequenz verglichen.

Die Sequenz konnte eindeutig bestätigt werden.

MALDI-TOF
Masseexp (Da)

Position Korrespondierende Aminosäuresequenz in der
putativen Aminosäuresequenz von pmPOX1

1289.63 446-457 IQVQTGTCGEVR

1346.35 446-457 IQVQTGTCGEVR (C modifiziert)

1380.96 253-265 TVSCADIVAFAAR

1400.78 402-413 GMGLFFSDNQLR

1737.05 266-282 DSISLTGSVSYQVPAGR

1862.94 398-413 LLPRGMGLFFSDNQLR

1915.11

1915.11

206-224

314-331

GCDGSVLLTVNPGGGQTER

ELSVEDMVVLSGAHTVGR

2745.48 341-366 VWNTSTNPATAIVDAGLSPSYAQLLR

3400.64 367-397 ALCPSNTTQTTPITTAMDPGTPNVLDNNYYK

In allen verfügbaren Datenbanken waren im Vergleich mit den massenspektrometrischen

Daten zu pmPOX1 und pmPOX2b keine weiteren passenden Nukleinsäureseqenzen zu

finden. Translatierte EST-Klone bzw. EST-Contigs mit ähnlichen Peptidsequenzen zeigten

zu große Unterschiede in der Aminosäuresequenz.

Für die erst kürzlich durch Proteinreinigung identifizierte pmPOX3 wurde eine Sequenzierung

begonnen. Durch modifizierte nichtreduzierende SDS-PAGE mit anschließender

Hämfärbung wurden in pmPOX3-haltigen Fraktionen aus Gelfiltrationen zwei intensiv

gefärbte Banden mit molekularen Massen von 57 und 64 kDa identifiziert (siehe Abschnitt

3.6). In einer ESI-MS/MS-Analyse der höhermolekularen Bande mit anschließender

Datenbankrecherche wurde ein bekanntes Protein identifiziert, welches keine

Sequenzähnlichkeit zu Peroxidasen auswies (Daten nicht dargestellt). Im Gegensatz dazu
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zeigten tryptische Peptide, welche aus der 57 kDa-Bande extrahiert wurden, große

Übereinstimmungen mit Peroxidasen.

Basierend auf dem durch ESI-MS/MS-Analyse ermittelten Peptid 1

(DGVVALGGPSWTVLLGR; Tab. VII) konnten jedoch anhand von Datenbankenanalysen

nicht nur eine sondern drei Nukleinsäuresequenzen identifiziert werden (pmPOX3-1,

pmPOX3-2 und pmPOX3-3). Basierend auf Sequenzähnlichkeiten können alle drei

Sequenzen als Klasse-III-Peroxidasen eingestuft werden.

Die als pmPOX3-1 bezeichnete Nukleotidsequenz wurde sowohl als genomische DNA

(MAGI_10042) als auch als Transkript durch ESTs identifiziert (TC272358, AY108658,

BM501477, BG320952, BG517356, BM267589, CK827701, BM332139, BI431028,

BM380022, BI992944, BM078563, BG841623, AI978227, BM382221, BM382301,

CO534318, BQ539158, BM349475, BM381015, BE640528). Die genomische DNA ist in

Abb. 3.10 dargestellt. Die durch Vergleich zwischen ESTs, genomischer DNA und

Proteinsequenzen anderer bekannter Klasse-III-Peroxidasen abgeleitete cDNA bzw.

Aminosäuresequenz von pmPOX3-1 hat einen offenen Leserahmen von 966 bp. Das

vorhergesagte Protein ist 321 Aminosäuren lang. Darüber hinaus konnte eine weitere

Nukleotidsequenz (DNA-Patent AX546778) gefunden werden, die mit der für pmPOX3-1

ermittelten Sequenz fast vollständig übereinstimmt. Die Nukleotidsequenz von AX546778

zeigt jedoch eine Insertion (T), welche eine Leserahmenverschiebung verursachen würde, so

dass die dort abgeleitete C-terminale Aminosäuresequenz keinerlei Ähnlichkeit mit

Peroxidasen aufweist. In der noch im Aufbau befindlichen Datenbank pflanzlicher

Peroxidasen (PeroxiBase) wird die unvollständige Sequenz von pmPOX3-1 als ZmPrx10

sowie ZmPrx42 geführt.

Die Sequenz des als pmPOX3-2 bezeichneten Gens ist am 5’-Ende unvollständig. Der

bislang bekannte Sequenzbereich hat eine Länge von 971 bp (Abb. 3.10; MAGI_94644). Das

aus ESTs (TC265104, CK347913, CF628730, CF632737, CF626696, CK347697)

abgeleitete putative Transkript zeigt einen offenen Leserahmen von 735 bp und kodiert für

245 Aminosäuren. Basierend auf Sequenzähnlichkeiten mit bekannten Peroxidasen scheint

am 5’-Ende ein Bereich zu fehlen, der ca. 75 Aminosäuren entspricht. In der Datenbank

pflanzlicher Peroxidasen wird ein C-terminales Fragment des abgeleiteten Proteins unter der

Bezeichnung ZmPrx66 geführt.

Die als pmPOX3-3 bezeichnete Nukleotidsequenz konnte vollständig identifiziert werden.

Der transkribierte Bereich des Gens (MAGI_101543) hat eine Länge von ca. 1329 bp. Die

durch MAGI vorhergesagte sowie durch Vergleich mit anderen bekannten Klasse-III-

Peroxidasen abgeleitete cDNA kodiert für einen Leserahmen aus 963 bp. Das abgeleitete

Protein besteht aus 320 Aminosäureresten. Auf Transkriptebene lässt sich eine

korrespondierende vollständige mRNA finden (AF037034, Q9ZTS7, TC276447, Trivialname

p7x), zu welcher zusätzlich eine Promotorsequenz veröffentlicht wurde (AF402769). Die
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putativen Exons der genomischen DNA unterscheiden sich von dieser mRNA in zehn

Nukleotiden. Diese Unterschiede sind über die ganze Sequenz verteilt (Daten nicht

dargestellt). Die Sequenz des 5’-UTRs ist jedoch identisch. Zusätzlich findet sich in der

mRNA von p7x in Position 918 eine Insertion (C) und demzufolge eine

Leserahmenverschiebung. Daher zeigt nur die aus der genomischen DNA abgeleitete

C-terminale Aminosäuresequenz große Ähnlichkeit zu anderen Peroxidasen. Obwohl neben

der Insertion, welche auf einem Sequenzierfehler beruhen könnte, auf Nukleotidebene zehn

weitere Basenpaare verschieden sind, unterscheiden sich die von beiden Sequenzen

abgeleiteten Proteinsequenzen nur in drei Aminosäuren. Da die Nukleotidsequenzen aus

unterschiedlichen Maisvarietäten stammen, ist davon auszugehen, dass die Unterschiede

nicht auf Sequenzierfehlern basieren, sondern tatsächliche evolutionäre Sequenz-

unterschiede dieses Gens zwischen den Maisvarietäten darstellen. Denkbar ist auch, dass

p7x ein eigenständiges Gen repräsentiert, welches möglicherweise als vierter Kandidat für

pmPOX3 in Frage käme, da das massenspektrometrisch ermittelte Peptid 1 sich nur in

einem Nukleotid bzw. einer von 18 Aminosäuren unterscheidet. Massenspektrometrisch darf

es keine solche Abweichung geben. Die Nukleinsäuresequenz von p7x kann jedoch an

dieser Stelle fehlerhaft sein.

Da sich pmPOX3-2 und pmPOX3-3 ebenfalls nur geringfügig mehr voneinander

unterscheiden als pmPOX3-3 und p7x, kann zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklärt werden, ob

es sich um zwei, drei oder vier verschiedene Peroxidasen handelt. Zusätzlich zu den sehr

ähnlichen Isoenzymen in Enzymsuperfamilien, finden sich speziell bei Mais aufgrund des

allopolyploiden Genoms duplizierte Gene (Walbot und Petrov, 2001), welche oft äußerst

ähnlich sind und sich z.T. nur in ihren Promotoren unterscheiden (R. Lorbiecke, pers.

Mitteilung).

Die drei weiteren durch ESI-MS/MS sequenzierten Peptide bzw. Massen (Tab. VII) konnten

in keiner der drei bzw. vier Sequenzen identifiziert werden. In allen verfügbaren

Datenbanken wurden keine anderen passenden ESTs oder Sequenzen identifiziert.

Einerseits könnte dieses Ergebnis auf pmPOX3-2 hindeuten, da die bisher identifizierte

Nukleotidsequenz am 5’-Ende unvollständig ist. Andererseits ist eine Heterogenität der

ausgeschnittenen Gelbande möglich. D.h. die Peptide könnten möglicherweise zu einem

unbekannten Protein gehören, welches als Verunreinigung vorliegt.

Trotz mehrfach durchgeführter Reinigung des Proteins und Analysen durch ESI-MS/MS

wurden keine weiteren Peptide identifiziert. In einer zusätzlich durchgeführten Analyse der

gleichen Proteinbande mittels MALDI-TOF wurden sechs Massen ermittelt (791,39; 1349,60;

1458,87; 1881,21; 2161,17; 2238,42 Da).
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MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

TACAGCAAGAAGAACCTCGACGCGACCGACATGGTCGCTCTCTCAGGCGC------------------
TATAACAAGAAGAACCTCAACCCAACCGACATGGTTGCACTCTCAGGTGCCCTCCTAGTTAGCATAGC
TATAACAAGAAGAACCTCAACCCAACCGACATGGTTGCACTCTCAGGTGCCCTCCTATCCTAGCTAGC

: 995
: 477
: 871

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

GTTCGTTCCCTAGCCAGACAAGCGACCTCCCACCTCCGACGTCGAGCCTCCAAGCACTGTTAGCCGCG
CTTCATTCGCAGGCCAGACAAGCGACCTCCCACCTCCGACGTCTAGCCTCGGACAGCTTTTGTCTGCG
CTTCATTCCCAGGCCAGACAAGCGACCTCCCACCTCCGACGTCTAGCCTCCGACAGCTTTTGTCTGCG

: 945
: 409
: 803

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CGTCGTATATGCATGCGATTAATTAACCAGGAGGCATCATGGTGAAATTTCTGGTGGTCCACCAGGGC
-----------------------------------------------------------------GGA
--------------------------------------------AAACCCTAAATATTTCTGCAGGGC

: 544
: 3
: 397

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CCATCAGCAGCGGCGTGAACTCCGCCGTGGCGCAGCAGGCTCGTGTGGGGGCGTCGCTGCTCCGGCTC
--------------------------------------------------------------------
CCATCAGGAGCGGCGTGAACTCCGCGGTGAGGCAGGAGCCTCGCGTGGGGGCGTCGCTGCTCAGGCTC

: 340
: -
: 272

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

GGAGGCTAGCAGAAGTGCAGGATTAATAAGCTAAGCTAGTAGAAATTAAGCAAAGCATAGGCACAGCC
--------------------------------------------------------------------
ACACACCATATCACAAGCAAGCGCCAACGATCGAGCAGAAAGAAGATCGTCGAGATCGAGCATAAGCC

: 136
: -
: 68

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CTATAAATATGCATGGAGTAGAGCAACCTCTATGCACACCACACAACACAACACAATAATACAGCAAA
--------------------------------------------------------------------
--------------------------------------------------------------------

: 68
: -
: -

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

ATGGCTACCTCCTCTGGTTCTTGCCTTATTATTAGCCTGTTGGTGGTGGTGGTGGCGGCGGCGCTGTC
--------------------------------------------------------------------
ATGGCGGCCTCTGTTTCTGCCTCTTGCCTTATTAGCCTGTCGTCGTTGGCGGTGGTGCTGGTGGCGCT

: 204
: -
: 136

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

GGCCTCAACGGCGTCGGCACAGCTGTCGTCGACGTTCTACGACACGTCGTGCCCCAGCGCGATGTCCA
--------------------------------------------------------------------
GGCGTCGGCGGCGTCGGCGCAGCTGTCGTCGACGTTCTACGACAGGTCATGCCCCAACGCGCTGTCCA

: 272
: -
: 204

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CACTTCCACGACTGCTTCGTCCAAGCAAGTCTAGCTGTCTCAGATGCATCTATCTATCTACTTATATA
--------------------------------------------------------------------
CATTTCCACGACTGCTTTGTCCGGGCAAGTGAAGTCTCCGTCATCTTTTCTGCTTTCTTTCTAGAAAA

: 408
: -
: 340

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

TAAGCATGATTTCCTTTCTAGCTAGCTAGCATCGTCGTGCATTTTAATTTGAAGATAAAAGATTAGCA
--------------------------------------------------------------------
CA--------------------CATCCATGACCCCAGCAAAACTGAGCTTAAA---------------

: 476
: -
: 373

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

TGCGACGCGTCCATTCTGCTGAACGACACGTCCGGGGAGCAGACCCAGCCGCCGAACCTAACTCTGAA
TGCGACGCGTCCCTTCTGCTGAACGACACGTCAGGGGAGCAGAGCCAGGGCCCGAATCTAACTCTGAA
TGCGACGCGTCCCTTCTGCTGAACGACACGTCAGGGGAGCAGAGCCAGGGCCCGAATCTAACTCTGAA

: 612
: 71
: 465

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CCCGAGGGCCTTCGACGTCGTCAACAGCATCAAGGCGCAGGTGGAGGCGGCGTGCCCGGGCGTCGTCT
CCCGAGGGGCTTCGTTGTCGTGAACAGCATCAAGGCGCAGGTGGAGTCCGTGTGCCCGGGGATCGTCT
CCCGAGGGGCTTCGTTGTCGTGAACAGCATCAAGGCGCAGGTGGAGTCCGTGTGCCCGGGGATCGTCT

: 680
: 139
: 533

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CCTGCGCCGACATCCTCGCCGTCGCCGCCCGCGACGGAGTTGTCGCGGT---ACGTAGCTACATCACC
CCTGCGCCGACATCCTCGCCGTGGCTGCCCGCGACGGAGTCGTAGCGGTGAGAGATGAAGACTAGATA
CCTGCGCCGACATACTCGCCGTGGCCGCCCGCGACGGAGTCGTAGCGGTGAGAGATGAAGACTAGATA

: 745
: 207
: 601

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

GTGCCTATTAATTTGCTGGCTAG-TAGCTTGTTGGTTTGCAAACTAACTAACTAATTCCGATCGTATG
GATCATAGATATATCCCTGCTAGCTAGCTAGCTAGGTTGTGACCTGATGA--TGATGATGTACGCATG
GATCATAGATATATCCCTGCTAGCTAGCTAGCTAGGTTATGACCTGATGA--TGATGATGTACGCATG

: 812
: 273
: 667

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CGTGGTGCA---TATGCAGCTCGGCGGGCCTTCGTGGACCGTGCTTCTGGGCAGAAGGGACTCGACCG
CATATCATATCCTATCCAGCTCGGCGGGCCTTCGTGGACAGTTCTACTAGGGCGAAGGGACTCTACCG
CATATCATATCCTATCCAGCTCGGCGGGCCTTCGTGGACAGTTCTACTAGGGCGAAGGGACTCTACCG

: 877
: 341
: 735

L G  G  P  S  W  T  V L L  G  R

R  D  G V  V  A
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Abb. 3.10: Mögliche Nukleinsäuresequenzen des pmPOX3-Gens.

Die aus pmPOX3-1 (MAGI_10042), pmPOX3-2 (MAGI_94644) sowie pmPOX3-3 (MAGI_101543)
abgeleiteten Proteine enthalten das durch ESI-MS/MS-Analyse identifizierte Peptid (roter Kasten unter
der korrespondierenden Nukleinsäuresequenz). Exons (gelb), Introns (weiß), 5‘-UTR (grün), 3‘UTR
(grau).

Trotzdem konnte keine der drei bzw. vier Sequenzen anhand dieser Daten eindeutig

ausgeschlossen werden, da einige der ermittelten Massen trotz unterschiedlicher

Aminosäuresequenzen in allen vier abgeleiteten Proteinen auftreten.

Obwohl das internationale Maisgenomsequenzierungsprojekt erst kurz vor dem Abschluss

steht, ist es wahrscheinlich, dass die meisten konstitutiv exprimierten Gene in Form von

Transkripten als cDNAs oder ESTs bereits in Datenbanken vorliegen. Im Gegensatz zu

dikotylen Angiospermen wie Arabidopsis, in deren Genom 73 Peroxidasegene gefunden

wurden (Tognolli et al., 2002; Welinder et al., 2002), scheinen monokotyle Pflanzen eine

noch wesentlich größere Anzahl dieser Isoenzyme zu exprimieren. Basierend auf der

kürzlich erfolgten Komplettierung der Sequenzierung des Reisgenoms (Oryza sativa japonica

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CCGGGACCAGTGGGCAGATCAGGCTCACCTGCTGGAAGCTCAACTCGTCCTAATAATTAAGGACGGAC
CCGGAACCCAGGGGCAGATCAGGCGCAGCTGCTGGAAGGTCAACTCGTAAACTACTACGCCCAATGCA
CCGGAACCCAGGGGCAGATCAGGCGCAGCTGCTGGAAGGTCAACTCGTAA------------------

: 1395
: 938
: 1329

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CAGCTCGGCCGCCTTCACCAGCGCCTTCACGGCGGCCATGGTGAAGATGGGGAACCTCGGCCCGCTCA
CAGCACGTCGGCCTTCAACAGCGCCTTCGCCACGGCCATGGTCAAGATGGGCAACCTCAGCCCCCAGA
CAGCACGTCGGCCTTCAACAGCGCCTTCGCCACGGCCATGGTCAAGATGGGCAACCTCAGCCCCCAGA

: 1327
: 870
: 1279

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CATCAACGCGGCCTTCGCGACGTCGCTCAAGGCCAACTGCCCCATGTCCGGCGGCAGCAGCCTGGCGC
CATCAACTCCGCCTTCGCGGCGTCGCTCAGGGCCAACTGCCCCAGGGCAGGCAGCACCGCCCTTGCGC
CATCAACTCCGCCTTCGCGGCGTCGCTCAGGGCCAACTGCCCCAGGGCAGGCAGCACCGCCCTTGCGC

: 1123
: 666
: 1075

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

--------------------------------------------------------------------
AGTAGCAGCTAGCTTAGCTACAGCT----GAT--CGACGATACATA-----CCTTTCCATA----CAT
AGTAGCAGCTAGCTTAGCTACTGATCGACGATGACGATGATATATATAATACCTTTCCATATATACAT

: -
: 530
: 939

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

--------TCACACAATCGGGCAGGCCCAGTGCTCGAGCTTCAACGGCCACATCTACAACGACACGAA
GCAGGAGCTCACACGATCGGACAGGCGCAGTGCTCGAGCTTCAACGACCACATCTACAACGACACCAA
GCAGGAGCTCACACGATCGGACAGGCGCAGTGCTCGAGCTTCAACGACCACATCTACAACGACACCAA

: 1055
: 598
: 1007

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CGCTGGACACCATGACCCCGACCGTGTTCGACAACGACTACTACAAGAACCTGCTGTCGCAGAAGGGG
CGCTGGACACCACGACGCCCAACGCGTTCGACAACGCCTACTACACCAACCTGCTGTCCCAGAAGGGG
CGCTGGACACCACGACGCCCAACGCGTTCGACAACGCCTACTACACCAACCTGCTGTCCCAGAAGGGG

: 1191
: 734
: 1143

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

CTGCTGCACTCGGACCAGGAGCTGTTCAACAACGGCAGCACCGACAGCACGGTCAGCAACTTTGCGTC
CTCCTGCACTCGGACCAGGAGCTCTTCAACAGCGGCAGCACCGACAGCACGGTCAGGAGCTTCGCGTC
CTCCTGCACTCGGACCAGGAGCTCTTCAACAGCGGCAGCACCGACAGCACGGTCAGGAGCTTCGCGTC

: 1259
: 802
: 1211

MAGI_10042 :
MAGI_94644 :
MAGI_10154 :

GTCCGATAGACGATCCTGCGCAATCGTATCGTACGTGCATGATACGCATACATCTGGAAACTACTATA
ATGCGTTATGGCAGGCAGATCAGAGCCAATTAA-----------------------------------
--------------------------------------------------------------------

: 1463
: 971
: -
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cv. Nipponbare) wurden 138 Gene und 14 Pseudogene identifiziert, welche für sekretorische

Peroxidasen kodieren (OsPrx, Oryza sativa peroxidase; Passardi et al., 2004).

Datenbankanalysen ergaben, dass jedoch nur etwa 40 % der sekretorischen Peroxidasen

aus Reis konstitutiv vorhanden zu sein scheinen (Passardi et al., 2004). Dies ist nicht

verwunderlich, da die Expression vieler Peroxidasen durch die verschiedensten abiotischen

und biotischen Stressoren induziert wird (Hiraga et al., 2001). Bei den aus Maiswurzeln

gereinigten PM-gebundenen Peroxidasen handelt es sich um konstitutiv translatierte

Proteine. Aufgrund der Allopolyploidie des Maisgenoms wäre in Mais eine Anzahl von bis zu

200 Genen, welche für Klasse-III-Peroxidasen kodieren, denkbar, von denen schätzungs-

weise etwa die Hälfte konstitutiv exprimiert werden könnten. cDNA-Banken von Mais

enthalten in der Regel auch die konstitutiv vorhandenen Transkripte. Basierend auf den aus

cDNA-Banken abgeleiteten ESTs und cDNAs lassen sich inzwischen in Datenbanken mehr

als 120 vollständige oder fast vollständige Nukleinsäuresequenzen mit hoher

Sequenzähnlichkeit zu Klasse-III-Peroxidasen finden bzw. zusammenfügen (Daten nicht

gezeigt). Obwohl aufgrund der großen Anzahl an Peroxidasegenen nicht ausgeschlossen

werden kann, dass weitere noch unbekannte Sequenzen mit großer Sequenzähnlichkeit zu

den für pmPOX1, pmPOX2a und pmPOX3 identifizierten existieren, ist es daher jedoch

wahrscheinlich, dass die meisten konstitutiv transkribierten Sequenzen erfasst wurden.

Alle fünf ermittelten Nukleinsäuresequenzen konnten fast vollständig durch ESTs aus cDNA-

Banken identifiziert werden, welche aus Wurzel-RNA synthetisiert wurden (siehe

Abschnitt 3.8.4).

Fazit

Für pmPOX1 und pmPOX2b konnten durch ESI-MS/MS- und MALDI-TOF-Analysen in

Kombination mit Datenbankrecherchen und in silico Cloning vollständige

Nukleinsäuresequenzen identifiziert werden. Mit pmPOX1 konnte ein bisher unbekanntes

Protein einer bekannten Nukleinsäuresequenz (ZmPox1; De Obeso et al., 2003) zugeordnet

werden. Unterschiede der massenspektrometrisch abgeleiteten Aminosäuresequenz von

pmPOX1 zur cDNA von ZmPox1 konnten durch eine bioinformatische Analyse auf

maislinienspezifische Unterschiede zurückgeführt werden. Es scheint sich daher um das

gleiche Gen zu handeln. Im Gegensatz dazu wurde für pmPOX2b eine bislang unbekannte

cDNA identifiziert. Für die erst kürzlich zusätzlich gereinigte Peroxidase pmPOX3 wurden

drei passende ebenfalls unbekannte Nukleinsäuresequenzen identifiziert. Da diese jedoch

untereinander große Sequenzidentitäten zeigten, konnte trotz MALDI-TOF- und wiederholter

ESI-MS/MS-Analysen keine eindeutig dem Protein pmPOX3 zugeordnet werden. Aufgrund

des allopolyploiden Genoms finden sich speziell bei Mais duplizierte Gene mit extrem hoher

Sequenzidentität. Daher konnte nicht geklärt werden, ob es sich bei den drei möglichen

Nukleinsäuresequenzen um drei eigenständige Gene handelt. Aufgrund der
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massenspektrometrischen Ergebnisse konnte jedoch das in pmPOX3-haltigen Fraktionen

durch modifizierte SDS-PAGE identifizierte 57 kDa-Protein der Peroxidaseaktivität

zugeordnet werden.

3.8.2.2 Partielle bioinformatische Analyse der Genstruktur

Für pmPOX1 war eine Analyse der genomischen DNA nur partiell möglich, da zum jetzigen

Zeitpunkt nur ein Fragment von 426 bp Länge aus Zea mays L. cv. B73 vorhanden war

(MAGI_91566), welche der cDNA von pmPOX1 von Basenpaar 675 bis 1069 entspricht. Aus

diesem cDNA-Fragment konnte bisher nur ein Intron abgeleitet werden (Abb. 3.9, Pfeil). In

der vollständigen genomischen DNA von pmPOX2b (2985 bp; MAGI_11759) konnten jedoch

im Vergleich mit ESTs zwei Introns an Position 808 und 1753 identifiziert werden (Abb. 3.8).

In Abb. 3.10 wurden die genomischen Nukleotidsequenzen von pmPOX3-1, pmPOX3-2 und

pmPOX3-3 graphisch dargestellt. In genomischen Sequenzen von bisher aufgeklärten

Klasse-III-Peroxidasen kamen vorwiegend ein, zwei oder drei Introns an bestimmten

Positionen vor (Guillet-Claude et al., 2004; Passardi et al., 2004; Baga et al., 1995). Das

gleiche Muster wird hier deutlich: So enthält pmPOX3-1 (MAGI_10042) zwei, während

pmPOX3-3 (MAGI_101543) drei Introns zeigt. In der noch unvollständigen Sequenz von

pmPOX3-2 (MAGI_94644) konnten zwei Introns identifiziert werden. Aufgrund der in

Klasse-III-Peroxidasen üblichen Anordnung der Introns ist die Existenz eines dritten jedoch

sehr wahrscheinlich. Das zweite und sofern vorhanden auch das dritte Intron der pmPOX

enthalten die klassischen GU/AG-Spleißstellen. Im Gegensatz dazu scheint die

Prozessierung des jeweiligen ersten Introns an einer GC-Donorstelle stattzufinden.

Identische Spleißstellenmuster finden sich auch in Peroxidasegenen anderer monokotyler

Pflanzen (Baga et al., 1995). Die relativ selten auftretenden GC-5’-Spleißstellen werden

auffällig oft in Genen gefunden, welche für Proteine kodieren, die in Reaktionen mit

Sauerstoff involviert sind (Baga et al., 1995).

In den teilweise bekannten Promotorregionen der identifizierten Sequenzen wurden mehrere

putative cis-regulatorische Elemente durch bioinformatische Analysen vorhergesagt. Neben

einem cis-regulatorischen Element (As1), welches in die wurzelspezifische Expression eines

Gens involviert sein soll, wurden in der Promotorregion von pmPOX2b regulatorische

Elemente vorhergesagt, welche auf eine Regulation des Gens durch Auxine, Elizitoren,

Hitzestress, Methyljasmonat, Salicylsäure und Verwundungsstress hindeuten könnten. Die

Genexpression und/oder Aktivität zahlreicher Klasse-III-Peroxidasen wird durch diese

Faktoren induziert (Lee et al., 2002; Hiraga et al., 2001). Zusätzlich fanden sich im 5’-UTR

von pmPOX2b sieben dicht aufeinanderfolgende Elemente, deren Sequenzen Ähnlichkeit mit

der Konsensussequenz von antioxidant-responsive elements (ARE) zeigten (Abb. 3.8 blau).
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Eine vergleichbare Anordnung konnte in pmPOX1 nicht identifiziert werden. Die Existenz von

AREs wird mit einer Regulierung des entsprechenden Gens durch oxidativen Stress in

Zusammenhang gebracht. Promotordeletionen des AtPER1-Gens, welches für ein

Peroxiredoxin in Arabidopsis kodiert, zeigten, dass das Gen bei intakter ARE-Sequenz durch

H2O2 und Hydrochinone induziert wird (Haslekås et al., 2003). Das Peroxiredoxin AtPER1

wird mit einer Schutzfunktion vor ROS während der Trocknung und Rehydration von reifen

Samen diskutiert (Stacy et al., 1996; Haslekås et al., 1998). Ebenso wurden in Promotoren

mehrerer für Catalasen kodierender Gene (Cat) aus Mais ARE-Sequenzen identifiziert

(Polidoros und Scandalios, 1999). Untersuchungen des Cat1-Gens aus Mais verdeutlichten

eine Beteiligung von AREs an Genantworten auf H2O2 über spezifische Protein-DNA-

Interaktionen ähnlich wie in tierischen Systemen. Cis-regulatorische Elemente sind jedoch

nur einige Basenpaare lang. Daher können Vorhersagen, wie oben für pmPOX2b

durchgeführt, nur Hinweise auf mögliche Regulationsvorgänge geben.

3.8.2.3 Analyse der Aminosäuresequenzen

In der im Folgenden dargestellten bioinformatischen Analyse der aus den

Nukleinsäuresequenzen abgeleiteten Proteine lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf

pmPOX1 und pmPOX2b.

3.8.2.3.1 Länge der Aminosäuresequenzen

Die von den Nukleinsäuresequenzen abgeleiteten Polypeptide von pmPOX1, pmPOX2b,

pmPOX3-1 und pmPOX3-3 bestehen aus 367, 321, 321 und 320 Aminosäureresten. Die am

5’-Ende unvollständige Sequenz von pmPOX3-2 kodiert für mindestens 245 Aminosäuren.

Eine Größenordnung von 305 – 370 Aminosäureresten ist charakteristisch für

Polypeptidketten sekretorischer Peroxidasen (Welinder, 1992) und entspricht auch der

Länge der bisher in Mais identifizierten cDNA-Sequenzen von Klasse-III-Peroxidasen

(De Obeso et al., 2003; Padegimas und Reichert, 2004; Teichmann et al., 1997). Im

Gegensatz dazu sind die Aminosäuresequenzen intrazellulärer Glutathion- und cytosolischer

Ascorbatperoxidasen 160 bis 180 bzw. ca. 250 Aminosäuren lang. Eine Ausnahme hiervon

bildet die thylakoidgebundenen Ascorbatperoxidase, welche aufgrund ihrer zusätzlichen

C-terminalen transmembranen Domäne eine Aminosäuresequenz von über

400 Aminosäuren Länge besitzt (Jespersen et al., 1997).

3.8.2.3.2 Theoretische isoelektrische Punkte, molekulare Massen und putative

Glykosylierungsstellen

Aus der Gesamtlänge der Aminosäuresequenzen ließen sich für pmPOX1, pmPOX2b,

pmPOX3-1 und pmPOX3-2 deren theoretische isoelektrische Punkte (IEPtheor) errechnen.

Diese zeigten ein Spektrum aller Kategorien. Während die IEPtheor von pmPOX2b und
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pmPOX3-3 mit 8,94 bzw. 8,39 im kationischen Bereich liegen, ist das aus pmPOX3-1

abgeleitete Protein anionisch (IEPtheor = 5,39). Im Gegensatz dazu kann pmPOX1 mit einem

Wert von 6,81 als neutral eingestuft werden. Die IEPtheor der abgeleiteten Proteine

veränderten sich durch die Abspaltung eines vorhergesagten N-terminalen Signalpeptides

nicht. Im Vergleich mit den durch isoelektrische Fokussierung experimentell ermittelten

isoelektrischen Punkten (IEPexp = 5,2 für pmPOX1 und 5,5 - 7,0 für pmPOX2b) waren die

errechneten Werte etwa zwei pH-Stufen alkalischer. Derartige Unterschiede treten jedoch

häufig auf (Price et al., 2003; Zimmerlin et al., 1994). So wurde der IEPexp einer Peroxidase

aus Hafer (Hordeum vulgare L.) mit einem Wert von 8,5 angegeben (Kerby, 1992; Kristensen

et al., 1997), für die korrespondierende cDNA wurde ein IEPtheor von 6,4 errechnet (Thordal-

Christensen et al., 1992). Aufgrund der Unterschiede war eine eindeutige Zuordnung von

pmPOX2b zu einer der drei in der isoelektrischen Fokussierung detektierten Gelbanden nicht

möglich.

Tab. IX: Vergleich experimentell ermittelter und aus den Sequenzen abgeleiteter theoretischer

Charakteristika PM-gebundener Peroxidasen.

(a) N-Terminus unvollständig; (b) ermittelt durch modifizierte nichtreduzierende SDS-PAGE,

detektierte Proteine können Oligomere sein; (c) nur eine der drei Sequenzen entspricht wahrscheinlich

dem Protein pmPOX3; n.m. nicht ermittelt

pmPOX1 pmPOX2b pmPOX3-1 pmPOX3-2a pmPOX3-3

Anzahl an
Aminosäuren

367 321 321 245 320

MWnativ              (kDa) 70 38 38c

MWexp
b         (kDa) 98 55 57c

MWtheor          (kDa) 38,33 33,39 33,06 25,56 33,47

IEPerr 6,8 8,9 5,39 6,31 8,39

Glykosylierungexp + + n.m.

putative Glykosy-
lierungsstellen

3 3 3 3 3

Übereinstimmend mit der biochemischen Detektion einer Glykosylierung von pmPOX1 und

pmPOX2b (siehe Abschnitt 3.7) wurden in den korrespondierenden Aminosäuresequenzen

jeweils drei putative N-Glykosylierungsstellen vorhergesagt (NX(S/T)X; X≠P; Abb. 3.11).

Diese müssen jedoch nicht alle glykosyliert sein. An den sieben möglichen

Glykosylierungsstellen der Soybean seed coat peroxidase (SPB) wurden maximal sechs

Glykane mit Massen zwischen 0,3 und 2,3 kDa identifiziert (Welinder und Larsen, 2004).

Diese extrazelluläre Peroxidase ist zu etwa 18 % der molekularen Masse glykosyliert (Gray

und Montgomery, 1997; Gray et al., 1996). Die Mehrheit der Peroxidasen des sekretorischen

Stoffwechselweges ist hochgradig N-glykosyliert, obwohl der Anteil an der molekularen

Masse 0 - 25 % betragen kann (Welinder, 1992). Da die Glykane von Peroxidasen
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Heterogenität zeigen können (Wan et al., 1994; Gray et al., 1996), können verschiedene

Proteinbanden eines Polyacrylamidgels das gleiche Polypeptid enthalten. So variierte die

massenspektrometrisch ermittelte molekulare Masse der Soybean seed coat peroxidase

zwischen 39 und 41 kDa, da unterschiedliche Glykosylierungen ein und derselben

Polypeptidkette vorlagen (Welinder und Larsen, 2004; Gray und Montgomery, 1997). Wie die

bisherigen biochemischen Ergebnisse und bioinformatischen Analysen zeigten, bestehen

jedoch alle pmPOX aus unterschiedlichen Polypeptidketten. Die Glykosylierung von

Klasse-III-Peroxidasen wurde und wird detailliert untersucht, da sie an der Faltung der

Proteine, der Stabilität der Enzyme und an deren katalytischer Aktivität beteiligt zu sein

scheint (van Huystee et al., 2004; Lige et al., 2001; van Huystee und McManus, 1998).

Als theoretische molekulare Massen (MW theor) ließen sich für pmPOX1 38,33 kDa, für

pmPOX2b 33,39 kDa, für pmPOX3-1 33,06 kDa und für pmPOX3-3 33,47 kDa ableiten

(Tab. IX). Die durch modifizierte SDS-PAGE experimentell ermittelten molekularen Massen

(MWexp, Abschnitt 3.6) wichen von diesen Werten ab. Die für pmPOX2b und die für pmPOX3

und deren putative Sequenzen ermittelte Differenz ist charakteristisch für glykosylierte,

monomere Klasse-III-Peroxidasen. So wurden aus dem Xylem von Pappelholz mehrere stark

glykosylierte, lösliche anionische Peroxidasen mit scheinbaren molekularen Massen von

50 und 54 kDa isoliert, welche nach einer Deglykosylierung in einer SDS-PAGE eine

molekulare Masse von 37 kDa zeigten (Christensen et al., 1998). Eine glykosylierte

apoplastische Extensinperoxidase aus Lupine (Lupinus albus L.) zeigte ein MWexp von

51 kDa und ein MW theor der korrespondierenden cDNA von 35 kDa (Price et al., 2003).

Thylakoidgebundene, nichtglykosylierte, monomere Ascorbatperoxidasen aus verschiedenen

Pflanzenarten wiesen im Gegensatz dazu experimentell ermittelte molekulare Massen von

maximal 46 kDa auf (Jespersen et al., 1997; Asada et al., 1996), während die an

Glyoxisomen- bzw. Peroxisomenmembranen gebundenen Peroxidasen Werte von

22 - 31 kDa zeigten (Murphy et al., 2003; Nito et al., 2001; Bunkelmann und Trelease, 1996).

Zwar ließ sich pmPOX3 noch keiner der drei Nukleinsäuresequenzen eindeutig zuordnen,

aufgrund der Länge und hohen Ähnlichkeit der Sequenzen zu Klasse-III-Peroxidasen, der

Existenz von putativen Glykosylierungsstellen sowie den Differenzen zwischen MWexp und

MWtheor scheint es sich jedoch wie bei pmPOX2b um ein glykosyliertes Monomer zu handeln.

Aufgrund der Größenordnung der Differenz zwischen MWexp und MWtheor scheinen die PM-

gebundenen Peroxidasen relativ stark glykosyliert zu sein. Ein weiteres Indiz für eine starke

Glykosylierung könnte die fehlende Anfärbbarkeit der PM-gebundenen Peroxidasen sein.

Obwohl in den Proteinbanden, welche für die ESI-MS/MS-Analyse verwendet wurden,

nachweisbar große Mengen an Protein vorhanden waren, ließ sich keine der Banden durch

Coomassie-Colloidal- oder Silberfärbung detektieren.
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Im Gegensatz zu pmPOX2b und pmPOX3 ist die Differenz zwischen der experimentellen

und theoretischen molekularen Masse von pmPOX1 zu groß, um sie allein durch die

vorhandene Glykosylierung erklären zu können (Tab. IX). Die Größenordnung der Differenz

deutet auf die Existenz eines Dimers hin. Viele Klasse-I-Peroxidasen wie beispielsweise

cytosolische Ascorbatperoxidasen liegen als Homodimere vor (Patterson und Poulos, 1995,

Mittler und Zilinskas, 1991), während es sich bei Klasse-III-Peroxidasen in der Regel um

Monomere handelt (Welinder, 1992). Eine kristallographisch untersuchte rekombinante,

cytosolische Ascorbatperoxidase aus Erbse (Pisum sativum L.) lag als nichtkovalent

gebundenes Homodimer vor, welches durch eine Reihe von ionischen Wechselwirkungen

zwischen Asp, Glu, Arg und Lysinseitenketten zusammengehalten wurde (Patterson und

Poulos, 1995). D.h. drei seitliche Helices einer Untereinheit traten mit den gleichen Helices

(A, D und J) einer um 180° gedrehten Untereinheit in Wechselwirkung. Diese

Aminosäurereste traten an den entsprechenden Posititionen der Aminosäuresequenz von

pmPOX1 nicht auf. Aufgrund der Unterschiede zwischen Klasse-I- und Klasse-III-

Peroxidasen ist dies jedoch nicht verwunderlich. Interessanterweise wurde in pmPOX1 durch

Vorhersageprogramme ein sogenanntes Leucinreißverschlussmotiv vorausgesagt. Ein

solches Motiv tritt häufig bei DNA-bindenden Proteinen auf und vermittelt eine Dimerisierung

von Proteinuntereinheiten, indem charakteristisch angeordnete Leucinreste miteinander in

Wechselwirkung treten (Stryer, 1999; Bannister et al., 1991). Für eine dimere humane

Peroxidase, die Prostaglandinendoperoxidsynthase 1, wurde bereits eine Dimerisierung des

Proteins aufgrund solcher Leucinzipper-Regionen diskutiert (Hsi et al., 1993). Rückschlüsse

auf eine Dimerisierung von pmPOX1 durch hydrophobe Wechselwirkungen lassen sich allein

aus dieser Vorhersage noch nicht ziehen.

3.8.2.3.3 Targeting

Übereinstimmend mit der biochemischen Einstufung der pmPOX als Klasse-III-Peroxidasen

und entsprechend der Lokalisierung der isolierten Proteine in der PM detektierten fünf von

n = 5 Vorhersageprogrammen in pmPOX1, pmPOX2b, pmPOX3-1 und pmPOX3-3 ein

N-terminales zum ER dirigierendes Signalpeptid (Abb. 3.11). PSORT sagte für pmPOX2b

sogar eine Nichtabspaltung des Signalpeptids und eine Lokalisierung des Enzyms an der PM

oder der ER-Membran voraus. De Obeso et al. (2003) fanden für ZmPox1 (pmPOX1) kein

Signalpeptid, da der von ihnen postulierte Leserahmen diese N-terminalen Aminosäuren

nicht enthielt und zogen den Schluss, dass es sich um ein cytoplasmatisches Protein

handeln müsse, obwohl dies mit den strukturellen Charakteristika nicht übereinstimmte.

Charakteristisch für lösliche sekretorische Proteine eukaryotischer Organismen ist die

Abspaltung eines N-terminalen Signalpeptids während der Reifung des Proteins. Bei

membrangebundenen   Proteinen  kann   das   Signalpeptid   jedoch   erhalten   bleiben   und   
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pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

MA----TSSGSCLIISLLVVVVAAALSASTASAQLSSTFYDTSCPSAMSTISSGVNSAVAQQA
MA----ASVSASCLISLSSLAVVLVALASAASAQLSSTFYDRSCPNALSTIRSGVNSAVRQEP
---------------------------------------------------------------

: 59
: 59
: -

A

pmPOX1-1 :
* 20 * 40 * 60

MAKESKLTAGVAAALTVVAACALCLLLPATARAQLRVGFYDTSCPNAEALVRQAVAAAFAKDA : 63

pmPOX2b- : MA----SSS----FTSLSVMVLLCLAAAAVASAQLSPTFYSRSCPRALATIKAAVTAAVAQEA : 55

     *       140         *       160         *       180   
pmPOX1-1 : CPRTVSCADIVAFAARDSISLTGSVSYQVPAGRRDG-RVSNATETVDLPPPTSTAQSLTDLFK : 186

pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

CPGVVSCADILAVAARDGVVALGGPSWTVLLGRRDS-TGSFPSQTSDLPPPTSSLQALLAAYS
CPGIVSCADILAVAARDGVVALGGPSWTVLLGRRDS-TASFPGQTSDLPPPTSSLRQLLSAYN
CPGIVSCADILAVAARDGVVALGGPSWTVLLGRRDS-TASFAGQTSDLPPPTSSLGQLLSAYN

: 179
: 179
: 104

pmPOX2b- : CPGVVSCADILAVAARDSVVALGGPSWRVLLGRRDSTTASLTLANSDLPAPSLDLANLTAAFA : 178

b
      D     D′      E

     *        80         *       100         *       120   
pmPOX1-1 : GIAAGLIRLHFHDCFVRGCDGSVLLTVNPG--GGQTERDALPNNPSLRGFDVIDAAKTAVEQS : 124

pmPOX2b- : RMGASLLRLHFHDCFVQGCDGSVLLNDTATFTGEQTANPNVG---SIRGFGVVDNIKAQVEAV : 115

pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

RVGASLLRLHFHDCFVQGCDASILLNDTS---GEQTQPPNLTL--NPRAFDVVNSIKAQVEAA
RVGASLLRLHFHDCFVRGCDASLLLNDTS---GEQSQGPNLTL--NPRGFVVVNSIKAQVESV
----------------QGCDASLLLNDTS---GEQSQGPNLTL--NPRGFVVVNSIKAQVESV

: 117
: 117
: 42

a
B C

 *       200         *       220         *       240        *

pmPOX2b- : KKRLSRTDLVALSGAHTIGLAQCKNFRAHIYN----------DTNVNAAFATLRRANCPAAAG : 231

pmPOX1-1 : AKELSVEDMVVLSGAHTVGRSFCASFFKRVWNTSTNPATAIVDAGLSPSYAQLLRALCPSNTT : 249

pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

KKNLDATDMVALSGAHTIGQAQCSSFNGHIYN----------DTNINAAFATSLKANCPMSGG
KKNLNPTDMVALSGAHTIGQAQCSSFNDHIYN----------DTNINSAFAASLRANCPRAGS
KKNLNPTDMVALSGAHTIGQAQCSSFNDHIYN----------DTNINSAFAASLRANCPRAGS

: 232
: 232
: 157

c
     F    F′′

      260         *       280         *       300        *

pmPOX2b- : NGDGNLAPLDTATPTAFDNAYYTNLLAQRGLLHSDQQLFNGGATDGLVRTYASTPRRFSGDFA : 294

pmPOX1-1 : QTTPITTAMDPGTPNVLDNNYYKLLPRGMGLFFSDNQLRVNPQMAALVSSFASNETLWKEKFA : 312

  G  H    I    J

pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

SS---LAPLDTMTPTVFDNDYYKNLLSQKGLLHSDQELFNNGSTDSTVSNFASSSAAFTSAFT
TA---LAPLDTTTPNAFDNAYYTNLLSQKGLLHSDQELFNSGSTDSTVRSFASSTSAFNSAFA
TA---LAPLDTTTPNAFDNAYYTNLLSQKGLLHSDQELFNSGSTDSTVRSFASSTSAFNSAFA

: 292
: 292
: 217
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Abb. 3.11: Aminosäuresequenzen von pmPOX1, pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX3-2 und pmPOX3-3.

Farblich hervorgehoben sind massenspektrometrisch identifizierte Peptide (rot), potentielle
N-Glykosylierungstellen (orange), hydrophobe Domänen (gelb), Signalpeptide (gelber Balken),
konservierte Domänen von Peroxidasen der Klasse III (blaue Balken unterhalb der Sequenz;
a. Aktives Zentrum und distale Hämbindestelle, b. zentrale konservierte Domäne mit unbekannter
Funktion, c. proximale Hämbindestelle), konservierte Cysteinreste zur Bildung von Disulfidbrücken
(grün), potentielle Calciumbindestellen (rosa), konservierte Helices in der Sekundärstruktur von
Klasse-III-Peroxidasen (grüne Balken; A - J) und potentielle Stellen zur Umwandlung in
Pyrrolidoncarboxylsäure (grau). Essentielle Aminosäuren zur Bindung des Protoporphyrin IX und der
Substrate sind zusätzlich blau markiert.
Die Sekundärstrukturen von pmPOX1 und pmPOX2b wurden anhand von kristallographisch
aufgeklärten ähnlichen Klasse-III-Peroxidasen modelliert (SwissModell, Templates 1fhf bzw. 1sch;
Details siehe Abb. 3.13) und sind unter den korrespondierenden Aminosäuresequenzen abgebildet.
Aufgrund des Fehlens einer Membrandomäne in den als Matrize (Templates) dienenden Peroxidasen
wurde der entsprechende Sequenzbereich (Aminosäure 1 - 28 für pmPOX1 bzw. 1 - 20 für pmPOX2b)
anhand eines anderen Vorhersageprogramms (PROF/PredictProtein) analysiert, dessen Vorhersage
der Sekundärstrukturen von pmPOX1 und pmPOX2b nur geringfügig von der template-basierten
3D Modellierung abwich.

pmPOX3-1 :
pmPOX3-3 :
pmPOX3-2 :

AAMVKMGNLGPLTGTSGQIRLTCWKLNSS--------------------------
TAMVKMGNLSPQTGTQGQIRRSCWKVNS---------------------------
TAMVKMGNLSPQTGTQGQIRRSCWKVNS---------------------------

: 321
: 320
: 245

pmPOX2b- : AAMIRMGNISPLTGTQGQIRHACSRVN---------------------------- : 321

pmPOX1-1 : AAMVKMGRIQVQTGTCGEVRLNCGVVNPSSYSSSSAVELGSSAPAAVGEEGYAAS : 367
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anschließend aufgrund seiner Hydrophobizität als N-terminale transmembrane Domäne

fungieren. Heutige Suchalgorithmen können dies jedoch anhand der Sequenz nicht

zuverlässig genug voraussagen. Durch Vorhersageprogramme wird für Sequenzen von

Klasse-III-Peroxidasen neben der Abspaltung des Signalpeptids eine N-terminale

Blockierung durch Pyrrolidoncarboxylsäure postuliert, da bei vielen löslichen Klasse-III-

Peroxidasen der N-Terminus des reifen Proteins mit dieser Modifikation beginnt (Welinder et

al., 2002). Eine solche Modifikation basiert auf einer Abspaltung des Signalpeptids, der

daraus resultierenden N-terminalen Positionierung eines Glutamins und dessen zyklischer

Umsetzung (Welinder und Larson 2004). Eine Klasse-III-Peroxidase aus Teeblättern

(TcPOD II; Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) zeigte eine derartige Modifikation jedoch nicht

(Kvaratskhelia et al., 1999). Bisher untersuchte intrazelluläre membrangebundene

Ascorbatperoxidasen scheinen diese Modifikation ebenfalls nicht zu besitzen (Murphy et al.,

2003; Nito et al., 2001; Jespersen et al., 1997).

Die Aminosäuresequenz von pmPOX1 ist am C-Terminus 46 Aminosäurereste länger als die

der anderen pmPOX und als die der meisten Peroxidasen der Klasse III. In einigen bisher

beschriebenen Peroxidasen kommen ebenfalls solche Verlängerungen vor (Welinder et al.,

2002). Beispielsweise enthalten HRP C und eine Peroxidase aus Hafer (BP 1) eine

C-terminale Verlängerung (Johansson et al., 1992; Welinder, 1979), welche anscheinend als

Propeptid fungiert und das Targeting der Proteine zur Vakuole bewirkt (Matsui et al., 2003).

Während des Imports in die Vakuole werden die entsprechenden Aminosäuren abgespalten.

Allerdings spricht die Reinigung von pmPOX1 aus PM-Vesikeln gegen ein solches Targeting.

Das zur Vakuole dirigierende Propeptid der HRP C war jedoch nur 15 Aminosäurereste lang

(Matsui et al., 2003). Darüber hinaus zeigten HRP C und BP 1 eine C-terminale

Heterogenität in ihren Sequenzen. Da die Aminosäuresequenz einer zellwandgebundenen

Peroxidase aus Bohne ebenfalls eine C-terminale Verlängerung von etwa 40 Aminosäuren

Länge enthält (Blee et al., 2001), sind möglicherweise spezifische Propeptideigenschaften

für die spätere Lokalisierung wichtig.

3.8.2.3.4 Topologie

Alle verwendeten Programme zur Vorhersage transmembraner Domänen identifizierten eine

N-terminale hydrophobe Domäne in den abgeleiteten Aminosäuresequenzen von pmPOX1,

pmPOX2b, pmPOX3-1 und pmPOX3-3 (Abb. 3.12), welche gleichzeitig Teil des

Signalpeptids ist. Zusätzlich wurden in pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX3-2 und pmPOX3-3

von einigen Programmen eine oder zwei weitere schwach hydrophobe Domänen ermittelt.

Aufgrund der wesentlich größeren Sequenzähnlichkeit der bisher unvollständigen Sequenz

von pmPOX3-2 zu Peroxidasen des sekretorischen Stoffwechselweges als zu intrazellulären

Klasse-I-Peroxidasen ist auch in dieser Sequenz ein Signalpeptid und damit eine
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hydrophobe Domäne am N-Terminus zu erwarten. Eine putative Verankerung der pmPOX

durch Glycosylphosphatidylinositol-(GPI)-Anker oder Myristoylierung wurde nicht detektiert.

Abb. 3.12: Vorhersage transmembraner Domänen in pmPOX.

Neun bzw. zehn von n = 10 verwendeten Programmen zur Vorhersage transmembraner Domänen
identifizierten eine N-terminale hydrophobe Domäne in den abgeleiteten Aminosäuresequenzen von
pmPOX1, pmPOX2b, pmPOX3-1 und pmPOX3-3 von Aminosäure 10 bis 29, 6 - 25, 7 - 25 bzw. 7-27
(gemittelt). Zusätzlich wurden von einigen Programmen eine oder zwei weitere schwach hydrophobe
Domänen ermittelt (Position 114 - 134 in pmPOX2b bzw. 120 – 136 und 277 – 296 in pmPOX3-1),
welche sich im Alignment der Aminosäuresequenzen an homologen Stellen befanden. Das
Konsensus-Schema zeigt eine Zusammenfassung der Vorhersagen. Aufgrund der wesentlich
größeren Sequenzähnlichkeit von pmPOX3-2 zu Peroxidasen des sekretorischen Stoffwechselweges
als zu intrazellulären Klasse-I-Peroxidasen ist auch in dieser Sequenz ein Signalpeptid und damit eine
hydrophobe Domäne am N-Terminus zu erwarten.

Wie bereits erwähnt können N-terminale Signalpeptide am reifen Protein verbleiben und als

transmembrane Domänen erhalten bleiben. Da in Solubilisierungsexperimenten deutlich

wurde, dass die PM-gebundenen Peroxidasen relativ fest an die Membran gebunden sind

(Mika, 2001), wäre aufgrund der Sequenzanalyse die Existenz von N-terminalen

Membrandomänen die logische Schlussfolgerung. Eine kovalente Bindung der Enzyme an

andere integrale Membranproteine hätte sich für pmPOX2b als Differenz zwischen den

experimentell ermittelten molekularen Massen der Gelfiltration und SDS-PAGE bemerkbar

machen müssen. Aufgrund der für pmPOX1 ermittelten Differenz zwischen MWexp und

MWtheor wäre eine kovalente Bindung an ein anderes Membranprotein bei Annahme einer

monomeren Struktur zwar denkbar. Die Ergebnisse der MALDI-TOF- und ESI-MS/MS-

Analysen der Proteinbande aus einer nichtreduzierenden SDS-PAGE, in welcher ein

derartiges Protein enthalten sein sollte, deuteten jedoch nicht auf das Vorhandensein eines

zweiten Proteins hin. Daher scheint auch pmPOX1 über eine N-terminale

Transmembrandomäne an die PM gebunden zu sein. Die für die Gesamtlänge der

Aminosäuresequenzen errechneten molekularen Massen scheinen dementsprechend auch

für die reifen Enzyme zu gelten.
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Über die Topologie membrangebundener Peroxidasen ist noch relativ wenig bekannt. In

membrangebundenen Peroxidasen intrazellulärer Membransysteme wurden eine oder

mehrere transmembrane Domänen identifiziert (Murphy et al., 2003; Jespersen et al., 1997).

Neben diesen Arten der Bindung an die Membran deuten Sequenzanalysen der

138 Sequenzen von Klasse-III-Peroxidasen aus Reis auf die Existenz weiterer Formen von

Membranproteinen hin (ARAMEMNON). Unter anderem wurden für OsPrx87 eine in der

Mitte der Aminosäuresequenz lokalisierte hydrophobe Domäne und für OsPrx95 ein

GPI-Anker vorausgesagt, während OsPrx100 und OsPrx101 möglicherweise Teil eines

putativen Mn2+-Transporters sind, der über neun putative Membrandomänen verfügt. Die

Expressionsprodukte dieser Gene wurden jedoch bisher noch nicht charakterisiert.

Im Arabidopsisgenom ließen sich neben der an die Thylakoid- und die

Peroxisomenmembran gebundenen Ascorbatperoxidasen zwei weitere putative

Peroxidasegene finden, für deren abgeleitete Proteine zehn von zehn

Vorhersageprogramme eine transmembrane Domäne voraussagten (ARAMEMNON). Eine

der beiden (AtPrx43; Q9SZH2) zeigt große Sequenzähnlichkeit zu Klasse-III-Peroxidasen.

Das abgeleitete Protein enthält eine putative transmembrane Domäne nahe des

N-Terminus’, wobei diese jedoch nicht mit dem N-terminalen Signalpeptid überlappt.

Interessanterweise wurde für das Protein durch PSORT eine Lokalisierung in der PM von

Arabidopsis vorausgesagt. Ein Alignment mit pmPOX1, pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX3-2

und pmPOX3-3 zeigte jedoch nur geringe Sequenzübereinstimmungen in den

Aminosäuresquenzen (30 - 36 %). Sollte die Vorhersage stimmen, könnte es sich

möglicherweise um ein homologes Protein zu pmPOX2a handeln (siehe Abschnitt 3.8.3).

Weiterhin wäre es denkbar, dass aus den für die pmPOX kodierenden Genen in vivo nicht

nur die PM-gebundenen Peroxidasen sondern auch lösliche Peroxidasen des sekretorischen

Stoffwechselweges abgeleitet werden. Während in Arabidopsis zwei verschiedene Gene für

die lösliche, frei im Stroma diffundierende sowie die thylakoidgebundene Ascorbatperoxidase

kodieren (Jespersen et al., 1997), entstehen die beiden chloroplastidären Enzyme in Spinat,

Tabak und Kürbis durch alternatives Spleißen der mRNA eines einzigen Gens (Yoshimura et

al., 2002; Mano et al., 1997; Ishikawa et al., 1996). Bei Transkripten mehrerer humaner

Peroxidasen, einschließlich der PM-gebundenen Thyroidperoxidase, tritt ebenfalls

alternatives Spleißen auf (Knopp et al., 1999; Kimura et al., 1987).

Da sich tierische bzw. humane Peroxidasen beträchtlich in der Struktur, Funktion,

Substratspezifität und anderen Charakteristika von pflanzlichen Peroxidasen unterscheiden,

konnten aus der Existenz der PM-gebundenen, humanen Thyroidperoxidase (Niccoli-Sire et

al., 2001; Kimura et al., 1987) und anderen membrangebundenen Peroxidasen der

Superfamilie tierischer und humaner Peroxidasen (Yant et al., 2003; Pfeifer et al., 2001;

Takahashi et al., 1992) keine Rückschlüsse über die Bindung der pmPOX an die Membran

gezogen werden.
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Über die Orientierung der pmPOX in der Membran, d.h. der Lokalisierung des aktiven

Zentrums auf der Außen- oder Innenseite der PM, ist noch nichts bekannt. Zwar postulierte

Askerlund et al. (1987) die Lokalisierung einer Peroxidaseaktivität aus PM von

Blumenkohlinfloreszenzen auf der apoplastischen Seite der Membran, da sich die NADH-

Oxidaseaktivität der isolierten Vesikel nach Zugabe des Detergenzes Triton X-100 nicht

änderte. Bei der Isolierung von Plasmamembranvesikeln entstehen etwa 95 % Right-side-

out-Vesikel, d.h. Vesikel, bei denen die apoplastische Seite der Membran nach außen zeigt

(Larsson et al., 1987). Die für NADH zunächst impermeable Membran wurde nach Zugabe

des Detergenzes durchlässig (Askerlund et al, 1987). Allerdings waren bereits in Messungen

ohne Detergenz 0,5 % Dimethylsulfoxid im Versuchsansatz enthalten, welches die

Permeabilität der Membran bereits von Anfang an verändert haben könnte. Im Gegensatz

dazu ermittelten Vianello et al. (1997) an PM-Vesikeln aus Sojabohnenwurzeln eine

Steigerung der NADH-Oxidation nach Zugabe verschiedener Detergenzien (Brij 58, CHAPS,

Triton X-100). Reine Right-side-out-Vesikel aus Maiswurzeln zeigten etwa 10 % höhere

Guiacolperoxidaseaktivitäten als Inside-out-Vesikel, während nach einer Zugabe von

Detergenzien identische Raten zu verzeichnen waren (Mika, 2001). H2O2 kann jedoch auch

in Abwesenheit von Detergenzien durch die Membran permeiren und für Guajacol ist eine

solche Möglichkeit nicht auszuschließen. Eine Beteiligung löslicher cytosolischer oder

apoplastischer Peroxidasen kann für die Experimente ebenfalls nicht ausgeschlossen

werden.

Obwohl pmPOX1 und pmPOX2 hinsichtlich der Substratspezifität und anderer

biochemischer Charakteristika mehr Ähnlichkeit zu apoplastischen als zu cytosolischen

Peroxidasen zeigten, ließ sich aus diesen Untersuchungen noch keine eindeutige

Lokalisierung der PM-gebundenen Peroxidasen ermitteln. Die Glykosylierung in Kombination

mit der Positionierung der putativen Glykosylierungsstellen von pmPOX1 und pmPOX2b

deutet jedoch auf eine Lokalisierung des aktiven Zentrums der beiden Enzyme auf der

apoplastischen Seite der Membran hin. Die Oligosaccharide von glykosylierten,

membrangebundenen Proteinen der Zellmembran tierischer und humaner Zellen sind

ausschließlich auf der extrazellulären Seite der Membran lokalisiert, während deren

intrazelluläre Seite keine Zuckerreste aufweist (Lehninger et al., 1998). Die Gesamtheit

dieser Glykosylierung wird auch als Glykokalix bezeichnet und spielt unter anderem eine

wesentliche Rolle für Zellerkennungsprozesse sowie für die proteolytische Halbwertszeit

eines Proteins (Stryer, 1999; Olden et al., 1985). Neueste Erkenntnisse deuten darauf hin,

dass auch die beiden Layer der PM pflanzlicher Zellen sehr unterschiedlich

zusammengesetzt sind (Ikonen, 2001; Brown et al., 2000; Le Gall et al., 1995) und

Glykosylierungen möglicherweise ebenfalls nur auf der Außenseite auftreten. Aus der

Voraussage transmembraner Domänen am N-Terminus und nicht innerhalb der
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Aminosäuresequenz der PM-gebundenen Peroxidasen, der biochemisch ermittelten

Glykosylierung von pmPOX1 und pmPOX2b (siehe Abschnitt 3.7) und der Position der

putativen Glykosylierungsstellen resultiert eine mögliche Lokalisierung der

Peroxidaseaktivität beider Enzyme auf der Außenseite der Membran.

3.8.2.3.5 Disulfidbrücken

Die für Peroxidasen der Klasse III charakteristischen acht konservierten Cysteinreste zur

Bildung von vier Disulfidbrücken (Welinder et al., 2002) waren in allen

Aminosäuresequenzen an den entsprechenden Positionen enthalten. Die Ausbildung der

Disulfidbrücken in pmPOX1 wurde nach einem konservierten Muster wie folgt vorausgesagt:

C44 → C125, C77 → C82, C131 → C335, C209 → C244. Entsprechend erfolgt die Brückenbildung in

pmPOX2b zwischen C36 → C116, C69 → C74, C122 → C317 sowie C201 → C226. Die zur Bildung

einer Salzbrücke konservierten Aminosäurereste, ein Asparaginsäure- und ein Argininrest,

waren ebenfalls in allen Sequenzen vorhanden. In pmPOX2b traten sie in Position 124 und

148 auf.

3.8.2.3.6 Aktives Zentrum und konservierte Bereiche

Die Sequenzen pflanzlicher Peroxidasen enthalten drei konservierte Bereiche, von denen

zwei für die Enzymaktivität von essentieller Bedeutung sind (Welinder et al., 1992). An

Position 66 bis 77 bzw. 58 bis 69 fanden sich in pmPOX1 und pmPOX2b das aktive Zentrum

bzw. die sogenannte distale Hämbindestelle (distal heme binding site). An Position 194 bis

204 bzw. 186 bis 196 wurde die proximale Hämbindestelle identifiziert. Neben den

Ergebnissen der Experimente mit Effektoren, den Absorptionsspektren und der Anfärbbarkeit

der Proteine durch Hämfärbung ist dies eine weitere Bestätigung für die Existenz von

Hämgruppen als prosthetische Gruppe. In Abb. 3.11 sind die essentiellen Histidinreste zur

Bindung der Hämgruppe innerhalb der konservierten Domänen blau unterlegt. Darüber

hinaus ist die Zusammensetzung und Anordnung der Aminosäurereste in diesen Regionen

charakteristisch für Klasse III-Peroxidasen, d.h. Guajacolperoxidasen. Die dritte konservierte

Region, eine zentrale konservierte Domäne unbekannter Funktion, fand sich in pmPOX1 und

pmPOX2b an Position 128 bis 144 bzw. 119 bis 135.

3.8.2.3.7 Strukturelles Calcium

Entsprechend der Charakterisierung bzw. Identifizierung der pmPOX als Klasse-III-

Peroxidasen waren auch potentielle Calciumbindestellen vorhanden (Abb. 3.11 rosa), da

sekretorische pflanzliche Peroxidasen definitionsgemäß zwei strukturelle Calciumionen

enthalten (Abb. 3.13; Welinder et al., 1992). In pmPOX1 befinden sich die Aminosäurereste

zur Bindung von Calcium 1 in Position 76, 79, 81, 83 und 85 sowie die für Calcium 2 in
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Position 203, 259, 262 und 267. Einige Peroxidasen reagieren bei einem Verlust des Ca2+

mit einem Absinken der thermalen Stabilität und Konformationsänderungen des aktiven

Zentrums (van Huystee et al., 1996). Da jedoch sowohl die Guiacolperoxidaseaktivität von

pmPOX1 und pmPOX2 (siehe Abschnitt 3.2.1) als auch deren AOS-Produktion (siehe

Abschnitt 3.3.2) nicht durch Calcium stimuliert sondern gehemmt wurde, sind möglicherweise

andere Kationen involviert. So deuteten Kristallographische Untersuchungen von Distanzen

zwischen Metall und Liganden und Berechnungen der Elektroneutralität einer rekombinanten

cytosolischen Ascorbatperoxidase aus Erbse darauf hin, dass in diesem Enzym K+ statt Ca2+

als strukturelles Kation vorgezogen wird (Patterson und Poulos, 1995). Eine sektretierte

Peroxidase aus Erdnuss enthielt neben den zwei Calciumionen ein Mn2+, welches

möglicherweise eine regulatorische Funktion ausübt (van Huystee et al., 1996).

3.8.2.3.8 Dreidimensionale Struktur

Mindestens sechs verschiedene pflanzliche Peroxidasen des sekretorischen

Stoffwechselweges wurden bisher bereits kristallographisch aufgeklärt (Henriksen et al.,

2001; Mirza et al., 2000; Østergaard et al., 2000; Henriksen et al., 1998; Gajhede et al.,

1997; Schuller et al., 1996). Obwohl die Anzahl von α-Helices variiert, liegen 12 der Helices

und zwei kurze β-Faltblätter in Peroxidasen der Klasse III konserviert vor. Auch die

Tertiärstruktur der Peroxidasen ist trotz größerer Sequenzunterschiede sehr ähnlich. So

wiesen die Tertiärstrukturen von bisher aufgeklärten Klasse-I-Peroxidasen wie

beispielsweise die der Cytochrom-c-Peroxidase aus Bierhefe, welche weniger als 40 %

Sequenzähnlichkeit zu Klasse-III-Peroxidasen zeigen, große strukturelle Übereinstimmungen

mit kristallographisch untersuchten Klasse-III-Peroxidasen auf. Aufgrund dieser

Ähnlichkeiten erschien eine 3D-Modellierung der PM-gebundenen Peroxidasen möglich. In

Abb. 3.11 ist die vorhergesagte Sekundärstruktur von pmPOX1 und pmPOX2b dargestellt.

Unter Einbeziehung der Existenz einer N-terminalen transmembranen Domäne in beiden

Enzymen wurden in pmPOX1 bzw. pmPOX2b 18 bzw. 16 α-Helices sowie die zwei

konservierten β-Faltblätter an fast identischen Positionen modelliert. Auch die modellierte

Tertiärstruktur beider Peroxidasen unterschied sich kaum. Abb. 3.13 zeigt beispielhaft die

putative 3D-Struktur von pmPOX1 im Vergleich mit HRP E5 und der als Matrize (Template)

verwendeten Soybean seed coat peroxidase.

Die Anordnung der Helices und Faltblätter sowie die Positionierung der Hämgruppe, der

beiden Calciumionen und der Disulfidbrücken ist dargestellt. Der modellierte Bereich der

dreidimensionalen Struktur erstreckte sich entsprechend der Sequenzähnlichkeiten sowie

der Länge der als Matrize verwendeten Proteine von Aminosäure 29 - 346 für pmPOX1

sowie von Aminosäure 21 - 321 für pmPOX2b.
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3.8.2.3.9 Homologien

Die aus den Nukleinsäuresequenzen von pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX3-2 und

pmPOX3-3 abgeleiteten Proteine zeigten untereinander einen hohen Grad an

Sequenzidentität (63 - 98 %), während die Aminosäuresequenz von pmPOX1 mit diesen

wesentlich weniger übereinstimmte (41 - 42 %). Deutlich wurde dies auch in einem

Alignment der pmPOX mit allen sekretorischen Peroxidasen aus Reis. Nach Passardi et al.

(2004) ließen sich die 138 Peroxidasen der Klasse-III aufgrund von Sequenzähnlichkeiten in

acht Gruppen bzw. 16 Untergruppen einordnen. Während pmPOX1 die größte

Übereinstimmung bzw. Ähnlichkeit mit Peroxidasen der Untergruppe I.4 aus Reis zeigte,

ließen sich sowohl pmPOX2b als auch pmPOX3-1, pmPOX3-2 und pmPOX3-3 in

Untergruppe IV.3 einordnen (Abb. 3.14). Falls es sich bei pmPOX3-1, pmPOX3-3 und

ZmPrx6 um eigenständige Gene handelt (siehe Abschnitt 3.8.2.1), so deutet die

gemeinsame Homologie aller drei Peroxidasesequenzen zu OsPrx110 darauf hin, dass es

sich um Genduplikate handeln könnte (Abb. 3.14). Darüber hinaus zeigten Alignments mit

den full length Sequenzen aller bisher verfügbaren Klasse III-Peroxidasen aus Mais, dass zu

jeder der von Passardi et al. (2004) aufgestellten 16 Untergruppen homologe Peroxidasen

vorhanden sind (Daten nicht dargestellt). Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde in

Abb. 3.14 zum größten Teil auf die Darstellung von Einzelsequenzen verzichtet.

Im Folgenden wurden im Zusammenhang mit Peroxidasesequenzen aus Spezies, deren

Genom noch nicht vollständig sequenziert wurde, der Begriff Homologie vermieden, da noch

unbekannte ähnlichere Sequenzen existieren könnten.

Von allen 138 Klasse-III-Peroxidasen aus Reis wurden OsPrx12 bzw. OsPrx109 als

ähnlichste Proteine, d.h. Homologe zu pmPOX1 und pmPOX2b, identifiziert (Abb. 3.14,

Tab. X, Tab. XI). In Alignments der pmPOX mit allen 73 Klasse-III-Peroxidasen des

Arabidopsisgenoms zeigte AtPrx52 (Arabidopsis thaliana peroxidase 52) mit 75 % die größte

Sequenzähnlichkeit zu pmPOX2b. Diese scheint daher das homologe Protein zu sein. Das

pmPOX1-ähnlichste Protein aus Arabidopsis, AtPrx3, zeigte jedoch nur 56 %

Sequenzähnlichkeit (Tab X). Da nach Welinder et al. (2004) bei Peroxidasen wahre

Orthologie erst ab einer Sequenzähnlichkeit von ≥90 % auftreten soll, besitzt Arabidopsis

möglicherweise keine orthologe Peroxidase zu pmPOX1.

Obwohl die Aminosäuresequenzen aus Reis häufig die größte Ähnlichkeit zu Proteinen aus

Mais zeigen, ließen sich für pmPOX1 und pmPOX2b in anderen monokotylen Pflanzen noch

ähnlichere Sequenzen finden. So wies eine putative Peroxidase aus Zuckerrohr (TC50964,

Saccharum officinarum L.) eine Sequenzähnlichkeit von 89 % zu pmPOX1 auf (Tab. X),

während eine putative Peroxidase aus Hafer (TC143417) mit 82 % pmPOX2b am

ähnlichsten war (Tab. XI).
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Abb. 3.14: Einordnung der pmPOX in einen phylogenetischen Baum von Klasse-III-Peroxidasen aus Reis.

Nach Passardi et al. (2004) ließen sich alle 138 Klasse-III-Peroxidasen aufgrund von Sequenzähnlichkeiten in
acht Gruppen (I-VIII) bzw. 16 Untergruppen einordnen. Der hier dargestellte nichtverwurzelte phylogenetische
Baum zeigt eine Übersicht über die in O. sativa vorhanden Untergruppen (Mitte; Passardi et al., 2004) und
detaillierte Ausschnitte der Untergruppen, zu denen die Sequenzen der pmPOX die größte Ähnlichkeit zeigten
(oben und unten). Der von Passardi et al. (2004) erstellte mittlere Baum basiert auf einer ausgewählten cDNA-
Sequenz jeder Untergruppe und wurde nach der maximum-likelihood Methode erstellt. Zusätzlich wurden
vollständige Peroxidasesequenzen des Farns C.richardii, des Lebermooses M. polymorpha und des Mooses
P. patens eingebunden. Angegebene Zahlen zeigen Bootstrap-Werte an, welche größer als 20 % sind. Alle Äste
der mittleren Graphik wurden skaliert. Der Standardbalken entspricht 0,1 Substitution per Site. Peroxidasen sind
teilweise durch zwei Namen charakterisiert: Einem Trivialnamen oder der Listenbezeichnung der Schweizer
Datenbank pflanzlicher Peroxidasen PeroxiBase (z.B. OsPrx) folgt der entsprechende Sequenzeintrag von TIGR
(z.B. TC263233). pmPOX1 zeigte die größte Seqenzübereinstimmung zu Peroxidasen aus Untergruppe I.4
(unten rechts, Auschnitt aus Gruppe I.4 mit weiteren homologen Peroxidasen aus Z. mays), während pmPOX2b,
pmPOX3-1, pmPOX3-2 und pmPOX3-3 mit Peroxidasen aus O. sativa der Gruppe IV.3 korrespondierten (oben
rechts, Ausschnitt aus Gruppe IV.3). Unvollständige Sequenz (*)
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Tab. X: Homologe und ähnlichste Sequenzen zu pmPOX1 aus anderen Pflanzenarten.

Zusätzlich wurde die ähnlichste Peroxidase aus Mais ermittelt. Neben den 73 bzw. 138 Peroxidasen

der Klasse III aus Arabidopsis und Reis wurden Datenbanken zum Alignment herangezogen, welche

auf genomischer DNA, cDNAs und/oder EST-Contigs basieren (siehe Material und Methodenteil).

Bisher wurden in Datenbanken der genannten Pflanzenarten mit Ausnahme von Baumwolle (73) und

Tabak (31) weit mehr als jeweils 100 putative Peroxidasesequenzen eingetragen. In Weizen ließen

sich über 500 Sequenzen Peroxidasen zuordnen (TIGR, Genindices). Dargestellt sind die

Sequenzidentitäten und –ähnlichkeiten der abgeleiteten Proteine.

Sequenz ID Bezeichnung Spezies Identität
(%)

Ähnlichkeit
 (%)

TC254065 Peroxidase ZmPrx49 Z. mays 64 70

Q5U1T1 Peroxidase OsPrx12 O. sativa 70 74

TC142318 putative Peroxidase H. vulgare 72 76

TC50964 putative Peroxidase S. officinarum 86 89

TC102107 putative Peroxidase S. bicolor 51 62

TC238988 putative Peroxidase T. aestivum

M
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70 74

O23044 Peroxidase AtPrx3 A. thaliana 42 56

TC28971 Putative Peroxidase G. hirsutum 45 57

TC207747 Putative Peroxidase G. max 47 57

TC164601 Putative Peroxidase L. esculentum 42 55

NP916988 Putative Peroxidase N. tabacum D
ik
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43 55

Tab XI: Homologe und ähnlichste Sequenzen zu pmPOX2b aus anderen Pflanzenarten.

Zusätzlich wurde die ähnlichste Peroxidase aus Mais ermittelt (Details siehe Tab. X).

Sequenz ID Bezeichnung Spezies Identität
(%)

Ähnlichkeit
 (%)

Q97TS9 Peroxidase ZmPrx6 Z. mays 70 74

Q5U1I4 Peroxidase OsPrx109 O. sativa 77 81

TC143417 Putative Peroxidase H. vulgare 74 82

TC67678 Putative Peroxidase S. officinarum 64 75

TC93955 Putative Peroxidase S. bicolor 66 77

Q43220 Peroxidase TaPOX4 T. aestivum

M
on
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73 79

Q9FLC0 Peroxidase AtPrx52 A. thaliana 62 75

Q7XYR7 Peroxidase pod7 G. hirsutum 62 75

TC206181 Putative Peroxidase G. max 61 74

TC165410 Putative Peroxidase L. esculentum 58 74

Q9XIV9 Peroxidase tpoxC1 N. tabacum D
ik

ot
yl
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59 73
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Vergleiche der pmPOX mit deren ähnlichsten Sequenzen aus verschiedenen dikotylen und

monokotylen Pflanzenarten zeigten eine Gruppierung der Sequenzen aus Monokotylen, d.h.

eine größere Sequenzähnlichkeit dieser Proteine untereinander. Dieses Phänomen war bei

pmPOX1 nicht nur anhand der prozentualen Sequenzähnlichkeiten bzw.

Sequenzübereinstimmungen der abgeleiteten Proteine stärker ausgeprägt, sondern wurde

auch aufgrund bestimmter Charakteristika der Sequenzen deutlich. So zeigten die

ähnlichsten Peroxidasen aus Monokotylen ohne Ausnahme eine C-terminale Verlängerung

(siehe auch Abschnitt 3.8.2.3.3), die ähnlichsten Peroxidasen aus Dikotylen enthielten eine

solche nicht.

pmPOX1 sowie pmPOX2b zeigten 39 bzw. 48 % Übereinstimmung in der

Aminosäuresequenz zu HRP C1, der bekanntesten und am besten untersuchten Klasse-III-

Peroxidase. Intrazelluläre Glutathionperoxidasen und Peroxidasen der Klasse I und II aus

Bakterien, Pilzen und Pflanzen einschließlich Mais wiesen Sequenzidentitäten von 4 - 18 %

auf. Catalasen aus Mais, pflanzliche Peroxiredoxine, bekannte Peroxidasen tierischen und

humanen Ursprungs, einschließlich der humanen PM-gebundenen Thyroidperoxidase, sowie

die Peroxidasedomäne humaner Dualoxidasen zeigten keinerlei Sequenzidentität zu den

PM-gebundenen Peroxidasen aus Maiswurzeln (3 - 9 %).

Als ähnlichste Klasse-III-Peroxidasen innerhalb des Maistranskriptoms wurden ZmPrx49

bzw. ZmPrx6 identifiziert (Tab. X, Tab. XI). Nicht nur die Allotetraploidie des Maisgenoms

(Walbot und Petrov, 2001), sondern auch die Entstehung der gesamten Superfamilie

pflanzlicher Hämperoxidasen scheint durch Genduplikationsereignisse in der Evolution

erfolgt zu sein (Zámocky, 2004; Duroux und Welinder, 2003). Da ZmPrx49 und ZmPrx6

jedoch nur Sequenzähnlichkeiten von bis zu 74 % zeigten, scheint es sich nicht um kürzlich

entstandene Genduplikate zu handeln.

Interessanterweise wurde keines der homologen bzw. ähnlichsten Proteine bisher auf

Proteinebene identifiziert. Neben der Veröffentlichung der Nukleinsäuresequenzen und

deren Analyse wurde nur die Regulation der korrespondierenden Gene auf Transkriptebene

untersucht (Hiraga et al., 2000b; Llorente et al., 2002; Baga et al., 1995). Über die

Lokalisierung der homologen Peroxidasen ist daher nichts bekannt.

Fazit

Die Identifizierung der Nukleinsäuresequenzen der pmPOX ermöglichte erstmals eine

Aminosäuresequenzanalyse membrangebundener Peroxidasen des sekretorischen

Stoffwechselweges. Neben der Bestätigung von biochemisch ermittelten Ergebnissen

hinsichtlich der pmPOX konnten typische Charakteristika von Klasse-III-Peroxidasen sowie

neue Erkenntnisse über diese Enzyme abgeleitet werden.
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3.8.3 In silico Cloning und bioinformatische Sequenzanalyse von pmPOX2a

In Gelen, in welchen pmPOX2a-haltige Fraktionen aufgetrennt wurden, wurde durch

Hämfärbung eine sehr breite und intensive Bande sowie zwei schwache schmale Banden

detektiert, welche molekulare Massen von 138, 184 und >200 kDa aufwiesen (siehe

Ergebnisteil 3.6). Aufgrund einer starken Intensivierung der 138 kDa-Bande mit

zunehmender Akkumulation bzw. Reinigung wurde diese pmPOX2a zugeordnet. In einer

massenspektrometrischen Analyse dieser Bande durch ESI-MS/MS wurden sieben

verschiedene Peptide identifiziert (siehe Abschnitt 3.8.1 Tab. VII), anhand derer durch

Datenbankanalysen eine putative Nukleotidsequenz zusammengefügt werden konnte

(Abb. 3.15). Diese Nukleotidsequenz zeigt jedoch große Ähnlichkeit zu sogenannten

Glycerophosphodiester-Phosphodiesterasen (GDPD), welche bisher in Pflanzen kaum

beschrieben wurden (van der Rest et al., 2004; 2002).

GDPDs (EC 3.1.4.46) setzen Glycerophosphodiester wie Glycerophosphocholin,

Glycerophosphoethanolamin, Glycerophosphoglycerol oder Bis(glycerophospho-glycerol) in

Gegenwart von H2O zu sn-Glycerol-3-Phosphat und dem entsprechenden Alkohol um.

Aktivitäten von GDPDs wurden in Bakterien (Shang et al., 1997; Munson und Sasaki, 1993;

Tommassen et al., 1991), Hefen (Patton et al., 1995; Paltauf et al., 1985) und Säugern

(Spanner und Ansell, 1987; Dawson, 1956) wiederholt untersucht. In Pflanzen wurden

jedoch erst vor Kurzem zwei GDPDs, ein zellwandgebundenes und ein möglicherweise in

der Vakuole lokalisiertes lösliches Enzym, aus Zellsuspensionskulturen der Karotte (Daucus

carota L.) beschrieben (van der Rest et al., 2004; 2002).

Die in Mais identifizierte Nukleotidsequenz, im Folgenden als ZmGDPD1 bezeichnet, wurde

anhand von Peptid 1 und 7 identifiziert und aus 38 überlappenden ESTs zu einer putativen

cDNA von 2762 Basenpaaren Länge zusammengesetzt (CD438382, CO524253, CO524254,

TC255295; BQ635566, CN844386, AI795282, CD987682, CF638286, CD973606,

CD986944, CD977823, CD975254, CD975129, CD977724, CD975305, CD973224,

CD974975, CF635232, AI978046, CA400655, CF635686, CF624042, CD987878,

BG836725, CA404135, AI622191, CD990459, CF057969, CD986278, CD986182,

CF052273, CD977388, CD996916, CF634605, CA404754, CF057944, CF058930,

BG354262, TC249816). Die Reihenfolge bzw. Anordnung der ESTs erfolgte durch

Vergleiche mit einer partiell vorhandenen genomischen DNA (MAGI_26775; 2157 bp) und

ähnlichen Aminosäuresequenzen putativer GDPDs aus Arabidopsis und Reis. Ein kurzer

Abschnitt von 59 Basenpaaren bzw. 20 Aminosäuren in der Mitte der Sequenz wurde

anhand der genomischen DNA ergänzt, da ein korrespondierender EST nicht vorhanden und

keine Anzeichen für das Auftreten eines Introns in diesem Abschnitt der genomischen

Sequenz zu finden waren (Abb. 3.15 türkis).
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Mit guten massenspektrometrischen Daten können zwei Peptide für die Identifizierung eines

Proteins ausreichen, sofern es keine besonders ähnlichen Sequenzen gibt. In diesem Fall

gab es keine anderen Nukleotidsequenzen, in welchen diese Peptide in einem sinnvollen

Leserahmen vorkamen bzw. es waren keinerlei ähnliche Peptide in anderen Sequenzen

vorhanden. Aufgrund der im Maisgenom zahlreich vorhandenen Genduplikate könnte es

jedoch auch eine bisher unbekannte weitere Sequenz geben, welche sehr große Ähnlichkeit

zu ZmGDPD1 hat und welche bisher nicht in Datenbanken verfügbar ist. Einen Hinweis

darauf stellen die Aminosäuremikrosequenzen der durch ESI-MS/MS identifizierten Peptide

4, 5 und 6 dar, welche nur in einer ähnlichen Form in ZmGDPD1 zu finden waren

(Abb. 3.15). Ähnlichere oder identische Mikrosequenzen zu diesen Peptiden waren jedoch

an homologen Stellen in putativen GDPDs aus Reis zu finden. Daher scheinen es keine

Verunreinigungen durch andere Proteine zu sein. Dennoch handelt es sich bei dem isolierten

Protein um eine putative GDPD. Für Peptid 2 und 3 waren in allen verfügbaren Datenbanken

keine korrespondierenden Sequenzen zu finden. Entsprechende Massen mit ähnlichen

Mikrosequenzen kamen in Peroxidasesequenzen nicht vor. Die putative cDNA von

ZmGDPD1 enthält einen offenen Leserahmen von 2250 bp Länge mit einem

Translationsstart in Position 280. Die partiell vorhandene genomische Nukleinsäuresequenz

deutet auf die Existenz von mindestens vier Introns hin (Abb. 3.15). Das abgeleitete Protein

besteht aus 750 Aminosäureresten. Im Vergleich dazu waren bisher identifizierte GDPDs

aus Escherichia coli nur 357 bis 392 Aminosäuren lang (van der Rest et al., 2004;

Tommassen et al., 1991). In Arabidopsis und Reis lassen sich durch Datenbankanalysen

jedoch mehrere putative Glycerophosphodiesterasen finden, welche hohe

Sequenzähnlichkeiten (>60 %) zu ZmGDPD1 zeigten und für welche Längen von

740 - 760 Aminosäuren vorhergesagt wurden.

ZmGDPD1 enthält sieben potentielle Glykosylierungsstellen (Abb. 3.15, grün). Aus der

Sequenz abgeleitet ergibt sich eine theoretische molekulare Masse von 81,40 kDa und ein

theoretischer isoelektrischer Punkt von 5,25. Diese Ergebnisse stimmen durchaus mit der

biochemisch ermittelten Glykosylierung des partiell gereinigten Proteins überein. Die

Differenz zwischen theoretisch und experimentell ermittelter molekularer Masse

(MWexp = 138 kDa) lässt sich durch die offensichtlich starke Glykosylierung erklären. Dieses

Phänomen wurde auch für die aus Karottenzellen partiell gereinigte, zellwandgebundene

GDPD beobachtet (van der Rest et al., 2004). Darüber hinaus wurde für die aus Karotte

isolierte GDPD anhand der Differenz aus nativer molekularer Masse (275 kDa) und

denaturierter molekulare Masse von 55 kDa nach SDS-PAGE eine oligomere Struktur

postuliert. Im Gegensatz dazu scheint das in der vorliegenden Untersuchung isolierte

138 kDa-Protein aus Maiswurzeln ein Monomer zu sein. Der theoretische isoelektrische

Punkt  des  von  ZmGDPD1  abgeleiteten  Polypeptids  könnte  auf  eine  mögliche  Überein-
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CTCTCTCTCGGTCTTAAAAATCCAGCGCCAACGCGGCCGCCGGAC   45

GCGCATTGCTCTCCCTCTCTGCCTCGTCTCCTCACCTCATTCTCGCCACATCTTCCTCTGCTCCCCTCCTCCCAGGTG  123
GCGTTCTTGGAGCTCCAGCTCCTCGAGCTGCGTCTGTCTACGCCGCCGCGGTTGTCGCTTGGGTGGCGGCAGCCCGCA  201
ATGGGGAGGAGCAGCCGCGCCTGCTCCCTTCTCGGTTCCGCCCAGCTGCTCCTCCTGCTGCTGCTCTCGCTCGGCTCC  279
 M  G  R  S  S  R  A  C  S  L  L  G  S  A  Q  L  L  L  L  L  L  L  S  L  G  S
TTTTTCGCCCAGAAGGGCTCCACATGGAAGACCCTGAGCGGCAAGGCTCCAGTAATCGTTGCTAAGGGCGGGTTCTCC  357
 F  F  A  Q  K  G  S  T  W  K  T  L  S  G  K  A  P  V  I  V  A  K  G  G  F  S   
GGTCTATTTCCTGATTCCAGTGATTTTGCTTATCGGATTCTTGGGACCATTAGCTCCCCTGACACAGTCATGTGGTGT  435
 G  L  F  P  D  S  S  D  F  A  Y  R  I  L  G  T  I  S  S  P  D  T  V  M  W  C
GATGTTCGGTTGACAAAGGATGGCGATGGTATCTGCCTACCGAGCATAAACATGGATAACTGCACAATGATAGACAAT  513
 D  V  R  L  T  K  D  G  D  G  I  C  L  P  S  I  N  M  D  N  C  T  M  I  D  N
GTTTTTCCAGAAGGGAAGAAGACCTACAATGTTAATGGTGTATCTACGGTGGGATGGTTCTCCGTGGACTATACGAGC  591
 V  F  P  E  G  K  K  T  Y  N  V  N  G  V  S  T  V  G  W  F  S  V  D  Y  T  S
ACTGATCTGCTGCCAAACGTGACACTGAAGCAATCGGTCCTATCTCGTACCCCTGTGTATGATGGTTCCATGTTGATA  669
 T  D  L  L  P  N  V  T  L  K  Q  S  V  L  S  R  T  P  V  Y  D  G  S  M  L  I
AATTCTGTTGAAAATGTTTTCACCTCATTTAACGCCTCTGCAGTTTGGTTAAATGTCCAGCAAGACAGTTTCTACAGC  747
 N  S  V  E  N  V  F  T  S  F  N  A  S  A  V  W  L  N  V  Q  Q  D  S  F  Y  S
CAGTTTAAGCTTAGCATGCGAAACTATATCCTGTCTTTATCGAAACAATTCATTACTGATTACATCTCATCGCCTGAA  825
 Q  F  K  L  S  M  R  N  Y  I  L  S  L  S  K  Q  F  I  T  D  Y  I  S  S  P  E
GTGAACTTCCTCACCAGTATATCTGGAAGAGTTAGCAAGAAGACAAAGCTTGTGTTCCGCTTTCTTGACGAAGGCTCT  903
 V  N  F  L  T  S  I  S  G  R  V  S  K  K  T  K  L  V  F  R  F  L  D  E  G  S
ATTGAGCCATCGACAAACCAGACATATGGGTCCATGTTGAAAAATCTAACATTTGTCAAGACTTTTGCCTCTGGAATA  981
 I  E  P  S  T  N  Q  T  Y  G  S  M  L  K  N  L  T  F  V  K  T  F  A  S  G  I
CTTGTTCCCAAAAGCTATATCTGGCCTGTTACACCAGATAATTACCTACTGCCTTATACTTCAGTTGTTGATGATGCT 1059
 L  V  P  K  S  Y  I  W  P  V  T  P  D  N  Y  L  L  P  Y  T  S  V  V  D  D  A
CACAAAGCGGGGCTAGAAATCTATGCTGCTGATTTTGCAAATGACTTTACTATCAGCTATAACTACAGCTTTGATCCA 1137
 H  K  A  G  L  E  I  Y  A  A  D  F  A  N  D  F  T  I  S  Y  N  Y  S  F  D  P
TTAGCGGAATATCTTTCCTTCATTGGTAACAGTGCCTTCTCTGTCGATGGTGTGTTGACTGATTTCCCGATTACTCCT 1215
 L  A  E  Y  L  S  F  I  G  N  S  A  F  S  V  D  G  V  L  T  D  F  P  I  T  P
TCAGAAGCAGTTG6GTTGCTTTAGTAACCTGAACAACAGCAAGATCGACCATG6CTAAACCTCTGGTTATCTCTCATAAT 1293
 S  E  A  V    G  C  F  S  N  L  N  N  S  K  I  D  H    A  K  P  L  V  I  S  H  N
GGTGCTAGCGGTGACTACCCAGACTGCACTGACCAAGCTTATGAAAAGGCAGTTGCTGATGGTGCAGATGTCATTGAC 1371
 G  A  S  G  D  Y  P  D  C  T  D  Q  A  Y  E  K  A  V  A  D  G  A  D  V  I  D
TGTCCTGTTCAAGTGACCAAAGATGGCATACTGATATGCATGAGTTCTGTTGACCTAATGGATGTCACTACTGTTGGA 1449
 C  P  V  Q  V  T  K  D  G  I  L  I  C  M  S  S  V  D  L  M  D  V  T  T  V  G
AAATCATCATTTACTTCGCAAGTAACTACCATCAACGATCTGAAGGCTGGTCCTGGAGTCTTCACCTTCAACCTTACT 1527
 K  S  S  F  T  S  Q  V  T  T  I  N  D  L  K  A  G  P  G  V  F  T  F  N  L  T
TGGGATGATATTTCTAAGAACCTACAG6CCCATGATATCGAACCCAATGAGCACCTATAAACTGTACAGAAATCCCAGA 1605
 W  D  D  I  S  K  N  L  Q    P  M  I  S  N  P  M  S  T  Y  K  L  Y  R  N  P  R
AACAAGAATGCAGGAAATTTCATGAGATTATCAGACTTTTTGACGTTTGCAAAGGGAAAGGATTTGTCAGGAATCATG 1683
 N  K  N  A  G  N  F  M  R  L  S  D  F  L  T  F  A  K  G  K  D  L  S  G  I  M
ATAACTGTTGAG6CATGCTGCATTCATGGCAGAGAAGCTTGGATTTGGAGTGGTAGACGCAGTGGTCAAAGCACTTGAT 1761
 I  T  V  E    H  A  A  F  M  A  E  K  L  G  F  G  V  V  D  A  V  V  K  A  L  D
GACTCTGGTTATAGCAAACAGACTGCCCAGAATGTTATGATTCAGTCAACCAACAGCTCGGTGCTAAAGAAGTTCAAG 1839
 D  S  G  Y  S  K  Q  T  A  Q  N  V  M  I  Q  S  T  N  S  S  V  L  K  K  F  K
CAGGAAACCAAGTACAGCCTTGTCTACATGATTGAAGAAGGTGTCAGAGATGCCGCACCTTCATCCCTTGCAGACATT 1917
 Q  E  T  K  Y  S  L  V  Y  M  I  E  E  G  V  R  D  A  A  P  S  S  L  A  D  I
AAGAAGTTTGCTAATGCCGTCTCTGTTAGCACCACATCTGTTTTACCACAGACCCATTATTATTTGACAAACCAGACC 1995
 K  K  F  A  N  A  V  S  V  S  T  T  S  V  L  P  Q  T  H  Y  Y  L  T  N  Q  T
AATAAGCTTGTCACGTCCCTTCAGTCTGCGGGCCTCCAAGTTTACGTCTATGTGCTCATGAATGAGTTTGCATCTCAG 2073
 N  K  L  V  T  S  L  Q  S  A  G  L  Q  V  Y  V  Y  V  L  M  N  E  F  A  S  Q
CCGAATGACTTCTTCGCAGACGCCACTTCACAGATTAATGCTTATGTGCAAGGTGCTAAGGTGGACGGGATCATCACT 2151
 P  N  D  F  F  A  D  A  T  S  Q  I  N  A  Y  V  Q  G  A  K  V  D  G  I  I  T
GATTTCCCTGGGACTGCTCACAGATACAAATTGAACTCCTGCACGAGCATGGGAAACAGCGCACCACTATTTATGCAG 2229
 D  F  P  G  T  A  H  R  Y  K  L  N  S  C  T  S  M  G  N  S  A  P  L  F  M  Q
CCTCCGCAACCAGGTAGCCTCCTTTTAACCATGGCCCCAGATGTACAGCCACCAGCAGCGGCGCCAATGCCGCTCTTG 2307
 P  P  Q  P  G  S  L  L  L  T  M  A  P  D  V  Q  P  P  A  A  A  P  M  P  L  L
ACGGACGCTGACGTTGCAGAACCAGCCCTACCTCCAGTCAGTAACACCACCACAGCTGCATCTCCTTCGCATGCCGCC 2385
 T  D  A  D  V  A  E  P  A  L  P  P  V  S  N  T  T  T  A  A  S  P  S  H  A  A
CTCAGAATGCGAACCGATGTCTCGATCCTCATCGCATTGCTGATGCTATGTGCTTCCCTCCTCATCTGAAGGTAGTCC 2463
 L  R  M  R  T  D  V  S  I  L  I  A  L  L  M  L  C  A  S  L  L  I  -
TGCACAACATCATATGCGGCGTGGTGCATTAGAGCTGAGGATTTCACATTGAGCTGCTAATAGCAATTCTTTCCACCA 2541
TTTATGTAGCGATTTTTTTTTCTTGTTCTGTCCGGTGTTTTGAAGGATGGATGGATGTTCAGCTTGATACCTCAACGG 2619
TGACACTTGTGTGTGCTGCCGCTGCCTCTAGGTATATTTTGGTACATATATGTGGTGATACATTGTTCAGGTCATCTT 2697
TTCTACTGCCAAACCCTGGCCCGGAGGGCAAAAATATTCACTCCAAATCGAGATAGATTGCCATT

Abb. 3.15: Putative cDNA- und abgeleitete Aminosäuresequenz von ZmGDPD1.

Durch ESI-MS/MS identifizierte Peptide oder Aminosäuren (rot, Erläuterungen siehe Text); aus
genomischer DNA abgeleitete Sequenz (türkis); Intronpositionen (6);Start-, Stopcodon (unterstrichen);
hydrophobe Bereiche des abgeleiteten Proteins (gelb); potentielle Spaltstelle für GPI-Anker (violett);
potentielle Glykosylierungsstellen (grün); konservierter Bereich (rosa). Eine in Datenbanken
vorhandene genomische DNA korrespondiert mit dem mittleren Bereich der putativen cDNA zwischen
Basenpaar 1228 und 2181.
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stimmung der putativen GDPD mit der durch Isoelektrische Fokussierung ermittelten

anionischen Bande (IEPexp = 4,9) hindeuten.

Topologische Voraussagen zehn verschiedener Vorhersageprogramme ermittelten eine

N-terminale (Aminosäure 8-29, gemittelt) sowie eine C-terminale (Aminosäure 732-750,

gemittelt) hydrophobe Domäne. Die N-terminale hydrophobe Domäne ist gleichzeitig Teil

eines zum ER dirigierenden Signalpeptids. PSORT sagte eine Lokalisierung des Proteins in

der PM mit 92 %iger Wahrscheinlichkeit voraus. D.h. das Protein könnte über zwei oder im

Falle einer Abspaltung des Signalpeptids an Aminosäure 29 über eine transmembrane Helix

verfügen. Andererseits ist diese Verteilung hydrophober Aminosäuren Teil eines

charakteristischen Erkennungssignals für Glycosylphosphatidylinositol-(GPI)-Ankerproteine.

GPI-Anker kommen in allen eukaryotischen Organismen vor (Udenfriend und Kodukula,

1995). Der C-Terminus eines reifen GPI-Ankerproteins ist kovalent über

Phosphoethanolamin und ein konserviertes Glykan an Phosphatidylinositol oder an ein

Ceramid gebunden (Kinoshita und Inoue, 2000). Der hydrophobe C-Terminus des unreifen

Proteins formt höchstwahrscheinlich eine transiente transmembrane Domäne, welche als

Erkennungssignal für eine Transamidase wirkt. Diese spaltet das C-terminale Propeptid ab

und ersetzt es durch einen vorher zusammengefügten GPI-Anker. In vielen Organismen

wurden GPI-Ankerproteine spezifisch im äußeren Layer der PM gefunden (Brown et al.,

2000; Le Gall et al., 1995). Dort scheinen sie mit den sogenannten Lipid Rafts assoziiert

vorzuliegen (Ikonen, 2001; Muniz und Riezman, 2000; Peskan et al., 2000).

Drei von drei unterschiedlichen GPI-Vorhersageprogammen sagten einen GPI-Anker mit

einer potentiellen Spaltstelle an Aminosäure 725 voraus. Für das ZmGDPD1 ähnlichste

Protein aus Arabidopsis (Q9SZ11) wurde im Rahmen von Proteomanalysen ein GPI-Anker

nachgewiesen (Borner et al., 2003). Eine putative Myristoylierung war anhand der Sequenz

von ZmGDPD1 nicht detektierbar.

In den unterschiedlichsten pflanzlichen Spezies wurden sehr ähnliche Sequenzen

identifiziert. So zeigt ZmGDPD1 Sequenzübereinstimmungen in den Aminosäuresequenzen

zu Proteinen sowie translatierten EST-Contigs aus Reis (Q6YY47), Hafer (TC132548),

Weizen (TC266673) und Arabidopsis (Q9SZ11) von 75, 74, 72 bzw. 59 %. Eine einzelne

Domäne scheint in Sequenzen bekannter und putativer GDPDs stark konserviert zu sein

(Abb. 3.15 rosa), wie dies auch schon in Sequenzvergleichen humaner, bakterieller und

bisher aufgeklärter pflanzlicher GDPDs festgestellt wurde.

Zellkulturen aus Karotte, Mais, Arabidopsis und Bergahorn (Acer pseudoplatanus L.) zeigten

hohe intrazelluläre und niedrige extrazelluläre Glycerophosphodiesteraseaktivitäten in

Gegenwart von Glycerophosphocholin, welche durch Phosphatmangel im Kulturmedium

significant gesteigert wurden (van der Rest et al. (2002). In Mais wurden jedoch keine

Enzymaktivitäten einzelner Kompartimente untersucht. Daher handelt es sich bei der partiell

gereinigten GDPD sowie der Nukleinsäuresequenz von ZmGDPD1 um das erste Protein
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bzw. die erste beschriebene Sequenz aus Mais und die erste membrangebundene GDPD

aus pflanzlichen Organismen.

Die physiologische Bedeutung von Glycerophosphodiesterasen ist bisher noch unklar.

Neben der Beteiligung am konstitutiv stattfindenden Phospholipid-Turnover wären auch

stressinduzierte Funktionen denkbar. Da Phosphatmangel im Kulturmedium der

Karottenzellen zu einer Steigerung der bisher untersuchten pflanzlichen Enzymaktivitäten

führte, könnte eine mögliche Funktion der GDPDs darin bestehen, Phosphat zu mobilisieren.

Dies wäre aus dem Boden, in welchem bis zu 7 % des immobilisierten Phosphates in Form

von Phospholipiden vorliegen, oder durch Phospholipidkatabolismus sowie Umsatz der

eigenen Zellkomponenten möglich (van der Rest et al., 2004). In Borrelia hermsii wird die

Expression einer bakteriellen GDPD, die sogenannte GLPQ, ebenfalls durch

Phosphatmangel gesteigert (Antelmann et al., 2000), während das Gen für die in E. coli

beschriebene GLPQ Teil des Glyceroloperons und mit der Aufnahme von Glycerol assoziert

ist, wenn die Verfügbarkeit von Kohlenstoff gering ist (Larson et al, 1983). GDPDs könnten

möglicherweise auch an der Membrandegradation im Rahmen der unterschiedlichen Formen

des programmierten Zelltods, beispielsweise bei der Tracheenbildung, beteiligt sein (van der

Rest et al., 2002). In Säugern wurden bereits mehrere PM-gebundene Glycerophospho-

diesterasen beschrieben (Zheng et al., 2000; Lloyd-Davies et al., 1972). Die im Gehirn von

Säugern exprimierte MIR16 soll eine Funktion im Lipidmetabolismus haben und an der

G-Protein-vermittelten Signaltransduktion beteiligt sein (Zheng et al., 2003; 2000). Dieses

Protein ist jedoch nicht über einen GPI-Anker an die Membran gebunden.

Fazit

In der zunächst pmPOX2a zugeordneten Proteinbande wurden Peptide ermittelt, welche

eine hohe Sequenzidentität zu einer bisher unbekannten putativen Glycerophosphodiester-

Phosphodiesterase (GDPD) aufwiesen. Da für diese Enzyme bisher keine Hämgruppe und

kein Kupfer als prosthetische Gruppe nachgewiesen wurden, deuten die Anfärbbarkeit der

Bande durch TMB und die Detektierung zusätzlicher Peptide auf mindestens ein weiteres

Protein in der Proteinbande hin. Die zusätzlich identifizierten Peptide zeigten jedoch keine

Ähnlichkeit zu den in Datenbanken verfügbaren Sequenzen. Ein mit diesen Peptiden

korrespondierendes Protein könnte durch die partielle Reinigung der Proteine stärker

konzentriert worden sein, als die in den Fraktionen enthaltene Peroxidase. Dies würde die

stärkere Intensivierung der Proteinbande in der Hämfärbung im Anschluss an die Gelfiltration

erklären. Aufgrund der hohen Qualität der massenspektrometrischen Ergebnisse der Probe

ist es relativ unwahrscheinlich, dass tryptische Peptide einer enthaltenen Peroxidase nicht

detektiert wurden. Daher ist die Peroxidaseaktivität von pmPOX2a möglicherweise einer der

beiden höhermolekularen Banden (184 bzw. >200 kDa) zuzuordnen.



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 90

3.8.4 In silico Northern-Blot-Analyse

Die Information über das Ursprungsgewebe von EST-Klonen kann bereits erste Hinweise auf

die gewebespezifische Expression eines Gens liefern. 90 % der pmPOX2b-zugehörigen

ESTs wurden aus Maiswurzeln isoliert. Auch die pmPOX2b ähnlichsten Proteine aus

Arabidopsis, Hafer, Hirse, Reis, Tomate und Weizen korrespondierten vornehmlich mit ESTs

aus Wurzelgeweben oder aus cDNA-Banken, in welchen Gewebe aus Wurzeln und Blättern

gemeinsam verwendet wurden (Abb. 3.16).

Abb. 3.16: In silico Northern Blot von pmPOX2b und deren ähnlichsten Sequenzen aus anderen
monokotylen und dikotylen Pflanzen.

Dargestellt ist die Zugehörigkeit der in Datenbanken vorhandenen ESTs, welche mit den
entsprechenden Peroxidasen bzw. putativen Peroxidasesequenzen korrespondieren (TC143417 aus
H. vulgare, OsPrx109 aus O. sativa (Q5U1I4), TC93955 aus S. bicolor, TaPOX4 aus T. aestivum
(Q43220), AtPrx52 aus A. thaliana (Q9FLC0, TC256454), TC165410 aus L. esculentum). Die ESTs
wurden aus cDNA-Banken verschiedener Gewebe gewonnen: Wurzeln (gelb), gemischtes Gewebe
(Wurzeln und Blätter; orange), Blätter (dunkelgrün), Keimlinge und Seide (weiss), Früchte bzw. Ähren
(blau). Die Anzahl der verfügbaren ESTs entsprach n = 10, 4, 11, 15, 17, 4 und 5. Der überwiegende
Teil der ESTs von pmPOX2b als auch dessen Homologs in Reis und den drei ähnlichsten Sequenzen
aus anderen monokotylen Pflanzen wurde aus Wurzeln isoliert.

Die auf der Basis von Sequenzvergleichen pmPOX2b ähnlichste Peroxidase aus Weizen,

TaPOX4, wird hauptsächlich in Wurzeln exprimiert. Nur wenige Transkripte waren in Blättern

nachweisbar (Baga et al., 1995). Die Ergebnisse der in silico Northern Blot-Analyse

korrelieren mit der Voraussage eines cis-regulatorischen Elements im Promotor von

pmPOX2b, welches in die wurzelspezifischen Expression eines Gens involviert sein soll
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(siehe Abschnitt 3.8.2.2), und könnten auf eine entsprechende Expression des Gens

hindeuten.

Die mit pmPOX1 korrespondierenden ESTs stammten zu 50 % aus Wurzeln und zu 50 %

aus den Hüllblättern des Maiskolbens (Daten nicht dargestellt). EST-Klone zu den pmPOX1

auf Aminosäureebene ähnlichsten Peroxidasen aus anderen monokotylen und dikotylen

Pflanzenarten wurden zu 0 – 72 % aus Wurzelgeweben isoliert. Diese Ergebnisse waren

weniger eindeutig als für pmPOX2b, trotzdem wird pmPOX1 offenbar vorwiegend in Wurzeln

exprimiert. Unter Verwendung des spezifisch hybridisierenden 3’ UTRs der cDNA von

pmPOX1, dort ZmPox1 genannt, untersuchten De Obeso et al. (2003) deren Genexpression

in verschiedenen Geweben von Maiskeimlingen durch Northern-Blot-Analysen. Die mRNA

von pmPOX1 wurde in allen Teilen der Wurzel einschließlich Wurzelspitze, Elongationszone

und Mesokotyl, jedoch nicht in Blättern nachgewiesen. Durch In situ-Hybridisierungen wurde

die mRNA von pmPOX1 sowohl in vaskulärem Gewebe als auch in der Epidermis von

Wurzelspitzen lokalisiert, während sie in Querschnitten junger Wurzeln aus sieben Tage

alten Maiskeimlingen nur noch in der Epidermis detektierbar war (De Obeso et al., 2003).

Von 20 mit pmPOX3-1 korrespondierenden ESTs hatten 10 % ihren Ursprung in cDNA-

Banken aus Wurzelmaterial und 45 % stammten aus gemischten Geweben, in welchen

Wurzeln mitverwendet wurden, während für pmPOX3-2 alle verfügbaren Expressed

Sequence Tags ausschließlich aus Maiswurzeln abgeleitet wurden. Die cDNA von p7x,

welche möglicherweise das Transkript zu pmPOX3-3 darstellt und welche mit einer

Resistenz der Pflanze gegen Nematoden in Verbindung gebracht wird, wurde ebenfalls aus

Wurzelmaterial isoliert (Padegimas und Reichert, 2004). Da sowohl für pmPOX3-1 und

pmPOX3-2 als auch für pmPOX3-3 EST-Klone bzw. cDNAs aus Wurzelmaterial vorhanden

waren, konnten anhand der Zugehörigkeit der Transkripte keine weiteren Hinweise darauf

gewonnen werden, welches der drei Gene bzw. welche der drei cDNAs mit dem durch

Reinigung identifizierten PM-gebundenen Protein pmPOX3 korrespondieren.



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 92

3.9 Funktionen der pmPOX

Zum gegenwärtigen Zeitpunkt ist es nicht möglich, aus den identifizierten biochemischen

Charakteristika und den durch bioinformatische Sequenzanalyse ermittelten Ergebnissen

eine Funktion der vier pmPOX abzuleiten. Wie in der Einleitung erwähnt, liegt dies bei

Klasse-III-Peroxidasen unter anderem in der breiten Substratspezifität begründet (De Marco

et al., 1999). Grundsätzlich stellt sich die Frage, warum an der PM vier verschiedene

Peroxidasen existieren. Hierfür sind die im Folgenden dargestellten Erklärungen denkbar:

3.9.1 Eine gewebe- und/oder entwicklungsspezifische Expression

Da Maiswurzeln ein heterogenes Gemisch aus verschiedenen Zelltypen enthalten, wäre

nicht nur eine entwicklungs- sondern auch eine gewebespezifische Expression der vier

PM-gebundenen Peroxidasen denkbar. Wie in Abschnitt 3.8.4 erwähnt, konnte dies für die

Expression des pmPOX1-Gens bereits gezeigt werden (De Obeso et al., 2003). Dennoch ist

das Vorhandensein mehrerer Peroxidasen in einem Kompartiment für pflanzliche Zellen

charakteristisch. So finden sich im Cytosol je zwei Ascorbatperoxidasen und im Medium von

Tabakzellsuspensionskulturen wurden nicht weniger als sieben Isoenzyme identifiziert

(De Marco et al. 1999). In fast allen bisher untersuchten Kompartimenten kommen mehrere

Peroxidasen vor, welche bei Gendefekten zudem in der Lage sind, die Funktion fehlender

Isoformen zu übernehmen (De Marco et al. 1999, Christensen et al. 1996). Die gleichzeitige

Existenz mehrerer pmPOX an der PM einer Zelle eines Zelltyps ist daher durchaus denkbar.

3.9.2 Eine Lokalisierung der aktiven Zentren auf verschiedenen Seiten der

Plasmamembran bei gleicher Funktionalität

Die Substratspezifitäten, die Glykosylierung und/oder die Sequenzanalyse von pmPOX1,

pmPOX2b und pmPOX3 deuten auf eine Lokalisierung der Enzyme auf der apoplastischen

Seite der Membran hin (siehe Abschnitt 3.3.2, 3.7 und 3.8.2.3.2). Die Lokalisierung von

pmPOX2a ist jedoch noch unklar. Daher könnte das aktive Zentrum dieser Peroxidase auch

auf der cytosolischen Seite der PM agieren.

3.9.3 Eine Grob- und Feinregulierung der gleichen Substratspezifität durch

verschiedene Isoenzyme

Ein klassisches Beispiel für die Aufteilung einer Funktion in Grob- und Feinregulierung ist die

Koexistenz von Catalasen und Peroxidasen in Peroxisomen und Glyoxisomen, in denen

beide Enzymklassen auf unterschiedliche Weise die Entgiftung von H2O2 vermitteln

(De Gara, 2004; De Gara et al., 1996). Ähnliches wäre auch für die PM-gebundenen

Peroxidasen im Verhältnis zueinander denkbar.
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3.9.4 Die Enzyme erfüllen unterschiedliche Funktionen und/oder werden in

Abhängigkeit verschiedener endogener oder exogener Reize reguliert

Die mRNA von pmPOX1 wurde durch In situ-Hybridisierungen sowohl in vaskulärem

Gewebe als auch in der Epidermis von Wurzelspitzen nachgewiesen, während sie in

Querschnitten junger Wurzeln aus sieben Tage alten Maiskeimlingen nur noch in der

Epidermis detektierbar war (De Obeso et al., 2003). Eine derartige Transkriptverteilung, d.h.

vor allem das Fehlen von mRNA in lignifizierendem vaskulärem Gewebe junger Wurzeln, die

Existenz von Transkripten in der Wurzelspitze und eine fehlende Anhäufung von mRNA in

der Elongationszone, sprechen gegen eine Beteiligung von pmPOX1 an einer

entwicklungsspezifischen Lignifizierung (Collazo et al., 1992). Im Gegensatz dazu wurde ein

derartiges mRNA-Muster bei apoplastischen Peroxidasen gefunden, welche eine Rolle in der

Suberinisierung spielen (Quiroga et al., 2000; Teichmann et al., 1997). Da die Expression

von pmPOX1 jedoch nicht durch Verwundungstress induziert wurde (De Obeso et al., 2003),

könnte diese Peroxidase eher an der entwicklungsspezifischen und nicht an der

wundinduzierten Suberinisierung beteiligt sein. Es ist bekannt, dass Suberin in der

Epidermiszone von Wurzeln akkumuliert (Quiroga et al., 2000; Wallace und Fry, 1994). Im

Gegensatz dazu zeigten die Untersuchungen zur Substratspezifität von pmPOX1 und

pmPOX2 in vitro (siehe Abschnitt 3.2.2) jedoch eine wesentlich größere Affinität beider

Peroxidaseaktivitäten für Coniferylalkohol als für phenolische Säuren. Hydroxyzimtalkohole

werden von apoplastischen Peroxidasen in der Ligninpolymerisierung verwendet, während

Hydroxyzimtsäuren in der Suberinsynthese Verwendung finden (Hiraga et al., 2001). Eine

Änderung der Transkription in Gegenwart von Elizitoren oder Pathogenen im Rahmen der

stressinduzierten Lignifizierung zur Verstärkung der Zellwand an gefährdeten Stellen wurde

von De Obeso et al. (2003) allerdings nicht untersucht.

Humane bzw. tierische Peroxidasen zeigen in der Regel große strukturelle und funktionelle

Unterschiede zu pflanzlichen Peroxidasen (Hiraga et al., 2001). Interessant ist jedoch, dass

die Funktion der PM-gebundenen, humanen Thyroidperoxidase in einer Verknüpfung von

Tyrosinresten besteht (Niccoli-Sire et al., 2001). Ein ähnlicher Mechanismus wurde für

pflanzliche Klasse-III-Peroxidasen zur Vernetzung von Glykoproteinen der Zellwand

beschrieben (Fry, 2004), so dass eine derartige Funktion für eine oder mehrere pmPOX

denkbar ist.

Chittoor et al. (1999) fanden eine Korrelation zwischen der Genregulation von Peroxidasen

und deren Primärstruktur. Sie verglichen die Aminosäuresequenz zwischen der proximalen

Hämbindestelle und dem siebten konservierten Cysteinrest (Aminosäure 200 - 244 in

pmPOX1) von 62 Peroxidasesequenzen verschiedener Pflanzenarten. Diese Region ist sehr

variabel in Klasse III-Peroxidasen und bildet einen Teil des Substratkanals (Substrate access

channel; Gajhede et al., 1997, Schuller et al., 1996). Da sich die meisten der
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pathogeninduzierten Gene aufgrund großer Sequenzübereinstimmungen in dieser Region in

zwei von elf Untergruppen einordnen ließen, postulierten Chittoor et al. (1999), dass dieser

Bereich die biologische Funktion einer Peroxidase widerspiegelt, d.h. die gruppierten

Peroxidasen möglicherweise in vivo identische Enzymaktivitäten ausüben. Ein Alignment

dieser Peptidregion der pmPOX mit den entsprechenden Bereichen aus

26 Peroxidasesequenzen monokotyler Pflanzenarten, deren Genregulation bereits

untersucht wurde, führte zu einer Gruppierung von pmPOX1 mit Peroxidasen, welche mit

Suberinisierungs- und wundinduzierten Prozessen in Verbindung gebracht werden (Daten

nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu zeigten pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX-3-2 und

pmPOX3-3 die größte Sequenzübereinstimmung mit pathogeninduzierten Genen und

Peroxidasen, welche in Lignifizierungsprozesse involviert sind. Um eine Funktionalität der

Peroxidasen ableiten zu können, fehlt jedoch eine genauere Charakterisierung dieser

Region.

Die meisten, der für PM-gebundene Peroxidasen postulierten Funktionen, wie beispielsweise

eine Beteiligung der Enzyme am Auxinkatabolismus, könnten ebenso von löslichen,

extrazellulären Peroxidasen übernommen werden. Auffällig ist allerdings die relativ hohe

Affinität von pmPOX1 und pmPOX2 für IAA. Nur einige extrazelluläre lösliche Klasse-III-

Peroxidasen sind in der Lage IAA umzusetzen (De Marco et al., 1999; Gazaryan und

Lagrimini, 1996; Converso und Fernandez, 1995). In transgenen Tabakpflanzen, in denen

eine Überexpression einer IAA oxidierenden löslichen Peroxidase erreicht wurde, wurde die

Bildung von Seitenwurzeln unterdrückt (Lagrimini et al., 1997a). Ein Effekt der

möglicherweise auf eine gesteigerte Degradation von IAA zurückzuführen war. In einigen

Studien dieser Peroxidase wurden jedoch auch eine Beteiligungen an der Lignifizierung und

am Polyphenolmetabolismus deutlich (Klotz et al., 1998; Lagrimini et al., 1997b), welche eine

multiple Funktionalität dieser Tabakperoxidase in Wachstum und Entwicklung der Pflanze

nahe legen. Plasmamembrangebundene Peroxidasen könnten durch Degradation des

Phytohormons an der Regulation des extrazellulären Auxingehalts beteiligt sein. Der

extrazelluläre Auxingehalt bestimmt unter anderem die Auxinwirkung, da einer der

Auxinrezeptoren extrazellulär lokalisiert ist (Christian et al., 2006).

Die Untersuchungen der NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten der pmPOX zeigten, dass sowohl

pmPOX1 als auch pmPOX2a und pmPOX2b in der Lage sind, in vitro große Mengen an

AOS zu bilden (Abschnitt 3.3.2). Die Charakteristika der AOS-Produktion wiesen jedoch

deutliche Unterschiede zu den bisher in der Literatur beschriebenen Formen des oxidativen

Bursts bei Pflanzen auf (Mika et al., 2004; Bolwell et al., 2002). So ließen sich die Aktivitäten

zwar durch KCN und DPI inhibieren, hohe Aktivitäten im neutralen pH-Bereich oder eine

Stimulierung durch Calcium konnten jedoch nicht beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.3).



3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION 95

Möglicherweise treten jedoch bei der Verwendung anderer Substrate andere Charakteristika

auf. So ist es trotz intensiver Untersuchungen bis heute nicht gelungen, das unter

physiologischen Bedingungen in vivo verwendete Substrat zu identifizieren, welches eine in

Bohne vorhandene extrazelluläre Peroxidase verwendet, die mit dem oxidativen Burst in

dieser Pflanze in Verbindung gebracht wird (FBP1; Bolwell et al., 2002). Einige Publikationen

deuten auf eine Sekretion von Peroxidasen zum Ort der Infektion bzw. als Reaktion auf eine

Behandlung der Wurzel mit Salicylsäure oder Schwermetallen hin (Minibayeva et al., 2001;

Bestwick et al., 1997). Auf derartige Reize erfolgt zudem eine Änderung der Eigenschaften

sekretierter bzw. apoplastischer Peroxidasen (Minibayeva et al., 2003; Morimoto et al.,

1999). So bindet eine vorher apoplastische Peroxidase in Scutellaria baicalensis GEORGI

sofort nach einer mechanischer Beschädigung oder einer Behandlung durch Elizitoren an

das Ligningerüst der Zellwand (Morimoto et al., 2001). Neben der Teilnahme einer

apoplastischen Peroxidase am oxidativen Burst zogen Bolwell et al. (2002) daher auch die

Freisetzung einer PM-gebundenen Peroxidase an den Ort der Infektion in Erwägung.

Eine Beteiligung am H2O2-vermittelten Signaling ist jedoch auch ohne eine direkte Produktion

von AOS durch die pmPOX denkbar. Die PM-gebundenen Enzyme könnten die Permeation

extrazellulär gebildeten Wasserstoffperoxids durch die Membran auf der Basis des

H2O2-Abbaus strikt regulieren.

Obwohl im Lumen von Glyoxisomen und Peroxisomen Catalasen lokalisiert sind, enthalten

die Membranen dieser Vesikel, wie bereits erwähnt, integral gebundene Peroxidasen,

welche am Schutz der Membran vor den im Innern ablaufenden cytotoxischen Prozessen

beteiligt sind (Murphy et al., 2003; Nito et al., 2001; Bunkelmann und Trelease, 1996).

Ebenso wurden in Mitochondrien sowohl eine Catalase als auch mindestens eine membran-

gebundene Peroxidase identifiziert (Prasad et al., 1995; Scandalios et al., 1980). In der

evolutionären Entwicklung der Photosynthese wurden zum Schutz des photosynthetischen

Apparats in den Chloroplasten sogar Peroxidasen der Verwendung von Catalasen

vorgezogen (De Gara, 2004). Aufgrund des hohen Anteils sehr langkettiger und vielfach

ungesättigter Fettsäuren und des Fehlens von Coenzym Q10, Tocopherolen und P-450-

Cytochromen in bzw. an der pflanzlichen PM (Lüthje et al., 2005; Bohn et al., 2001) ist die

Integrität dieser Membran bei oxidativem Stress besonders gefährdet. Daher liegt es nahe,

dass zumindest einige der PM-gebundenen Peroxidasen eine Schutzfunktion für die

Membran ausüben (De Gara, 2004; Mika et al., 2004). Neben der postulierten

Mikrokompartimentierung der thylakoidgebundenen Peroxidasen der Chloroplasten

(Tarantino et al., 2005; Asada et al., 1996) scheinen auch zahlreiche Proteine der

pflanzlichen PM in funktionell zusammengehörige Bereiche gegliedert zu sein (Ikonen, 2001;

Muniz und Riezman, 2000). Daher könnten auch die PM-gebundenen Peroxidasen eine
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derartige Mikrokompartimentierung zeigen, um gezielt bestimmte funktionelle Bereiche der

Membran zu schützen.

Als natürlicher Elektronendonator für PM-gebundenen Peroxidasen könnten in diesem

Zusammenhang Flavonoide dienen, da Ascorbat von diesen Proteinen nicht umgesetzt wird

(siehe Abschnitt 3.2.2). Flavonoide sind sekundäre Pflanzenphenole (Jaakola et al., 2003).

Sie hemmen die Lipidperoxidation, chelatisieren redoxaktive Metalle und schwächen

Prozesse ab, die durch reaktive Sauerstoffverbindungen vermittelt werden (Heim et al.,

2002; Yamasaki, 1997; Bors et al., 1994, 1990). Es konnte wiederholt gezeigt werden, dass

Flavonole als Elektronendonator für Peroxidasen fungieren (Takahama, 1986; Miller und

Schreier, 1985; Schreier und Miller, 1985) und, dass diese Reaktion von der Zelle als H2O2-

Scavenger-System genutzt werden kann (Takahama, 1989, 1988; Yamasaki, 1997).

Alternativ wäre auch eine Umsetzung der im Apoplasten vorhandenen phenolischen

Substanzen denkbar. Unter der Annahme, dass eine Peroxidaseaktivität auf der Außenseite

der PM existiert, wurde von Zancani et al. (1997) eine ascorbatabhängige Detoxifizierung

von H2O2 diskutiert, bei der gleichzeitig Phenole als Elektronendonatoren erster Ordnung

umgesetzt werden könnten. Der Abbau des H2O2 könnte gleichzeitig zur Synthese von

Phytoalexinen oder anderen Produkten genutzt werden.

Mit der Reparatur von Membranen werden vor allem Glutathionperoxidasen und

Peroxiredoxine in Verbindung gebracht, da sie über die Fähigkeiten zur Umsetzung von

Alkylperoxiden verfügen (Dietz, 2003; McGonigle et al., 1998). Alle vier pmPOX konnten

jedoch aufgrund ihrer Sequenzen und/oder ihrer biochemischen Charakteristika als

Klasse-III-Peroxidasen eingestuft werden. Eine Katalyse von Alkylperoxiden durch die

pmPOX ist jedoch trotzdem denkbar, da die Struktur einer Peroxidase nicht immer

Rückschlüsse auf eine Substratspezifität oder Funktion zulässt. So wurde in Teeblättern eine

lösliche Peroxidase identifiziert, deren Sequenz alle Charakteristika einer Klasse-III-

Peroxidase aufwies. Obwohl Ascorbatperoxidasen aufgrund von Struktur- und

Sequenzanalysen bisher immer der Klasse I der Superfamilie von Peroxidasen aus Pflanzen,

Bakterien und Pilzen zugeordnet werden konnten, zeigte diese Peroxidase die höchste

Ascorbatperoxidaseaktivität, die bisher gemessen wurde (Kvaratskhelia et al., 1999). Zudem

wurden auch für peroxisomale und chloroplastidäre Peroxidasen Membranreparatur-

mechanismen postuliert oder gezeigt (Svistunenko, 2005; Jespersen et al., 1997;

Bunkelmann und Trelease, 1996; Asada et al., 1996; Asada, 1992).

Obwohl Peroxidasen in der Regel nur schwer voneinander abzugrenzen sind, zeigten

pmPOX1 und pmPOX2 (pmPOX2a und pmPOX2b) bereits signifikante Unterschiede in ihren

Effektorsensitivitäten (Abschnitt 3.2.1) und Substratspezifitäten (Abschnitt 3.2.2). Daher sind

unterschiedliche Funktionen für die verschiedenen pmPOX denkbar. Vorläufige
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Untersuchungen der Promotorregion von pmPOX2b (siehe Abschnitt 3.8.2.2) deuten eine

Regulierung des Gens durch zahlreiche Faktoren an. Ein Phänomen, welches bei Klasse-III-

Peroxidasen häufig auftritt (Park et al., 2003, Klotz et al., 1998; Lagrimini et al., 1997b) und

auf eine multiple Funktionalität einer Peroxidase hindeuten kann. Dies muss jedoch weiter

untersucht werden. Da die Enzymaktivitäten in Gegenwart verschiedener Substrate

unterschiedlich stark durch Mn2+ beeinflusst wurden, scheinen sie anders reguliert zu

werden, als die meisten Klasse-III-Peroxidasen. Möglich wäre auch eine Änderung der

Funktionalität der Enzyme durch veränderte Substratverfügbarkeit oder diverse

regulatorische Substanzen bzw. Prozesse. So wird die Funktionalität mehrerer

extrazellulärer Peroxidasen über pH-Änderungen reguliert, welche teilweise in drastischen

Konformationsänderungen des Proteins resultieren (Bolwell et al., 2002; Henriksen et al.,

1998). Wie bereits für viele andere Peroxidasen des sekretorischen Stoffwechselweges

gezeigt, kann die Funktion von Klasse-III-Peroxidasen im Gegensatz zu vielen anderen

Enzymklassen erst durch eine Kombination zahlreicher Untersuchungen, wie beispielsweise

einer biochemischen Charakterisierung der Enzyme in vitro in Kombination mit Analysen der

Lokalisierung der Enzyme, der Genregulation sowie von Veränderungen einer Funktionalität

durch Über- oder Unterexpression einer Peroxidase oder ähnlichem, abgeleitet werden

(Hiraga et al., 2001). Eine weitere Aufklärung der Funktionalität der PM-gebundenen

Peroxidasen wäre nicht zuletzt aufgrund der möglichen multiplen Funktionen und der

möglichen Bedeutung dieser Enzyme für die verschiedensten zellulären Prozesse äußerst

interessant.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit verdeutlichen die Existenz von mindestens vier

verschiedenen PM-gebundenen Peroxidasen in Maiswurzeln und schaffen die Grundlage für

eine Reihe weiterer interessanter Untersuchungen.

In der zunächst pmPOX2a zugeordneten Proteinbande wurden durch

massenspektrometrische Analyse tryptische Peptide ermittelt, welche mit der Sequenz einer

putativen Glycerophosphodiester-Phosphodiesterase übereinstimmen. Da die

Peroxidaseaktivität der Proteinfraktion daher möglicherweise mit einer der beiden

höhermolekularen Banden korrespondiert (184 kDa, >200 kDa; siehe Abschnitt 3.8.3),

könnte eine Reinigung ausreichender Mengen dieser Proteine und eine anschließende ESI-

MS/MS-Analyse dieser Proben in Kombination mit einer bioinformatischen Sequenzanalyse

eine Identifizierung der zugehörigen Proteinbande und eine Aufklärung der Sequenz dieser

Peroxidase ermöglichen.

An erster Stelle weiterer Untersuchungen sollte jedoch die Bestätigung der Sequenzen von

pmPOX1, pmPOX2b, pmPOX3-1, pmPOX3-2 und pmPOX3-3 auf der Basis von mRNA aus

Maiswurzeln stehen. Anhand von spezifischen Primern gegen die Nukleinsäuresequenzen

könnten mit mRNA aus Maiswurzeln der Maislinie Jet sowie B73 Reverse Transkriptase-

Polymerasekettenreaktionen (RT-PCRs) durchgeführt werden. Um eine spezifische Bindung

von Primern oder Sonden an die gesuchten Sequenzen zu gewährleisten, sind die

untranslatierten Regionen der Transkripte aufgrund der sehr großen Anzahl sehr ähnlicher

Peroxidasen in Mais in der Regel am besten geeignet. Im Anschluss an eine Klonierung und

Sequenzierung der PCR-Produkte können die in vivo vorliegenden full length cDNAs der

Peroxidasen mit den aus Datenbanken abgeleiteten Sequenzen verglichen werden.

Alternativ könnten ausgewählte EST-Klone, welche mit den PM-gebundenen Peroxidasen

korrespondieren, sequenziert werden.

Obwohl die Reinigung der pmPOX aus PM-Vesikeln darauf hindeutet, dass diese

membrangebundenen Enzyme in der PM lokalisiert sind, könnten weitere Experimente dies

zusätzlich bestätigen. So könnten die offenen Leserahmen der Peroxidasen als GFP- oder

YFP-Fusionsproteine (Green bzw. Yellow fluorescent protein) beispielsweise in

Zwiebelepidermiszellen (Allium cepa L.) transient exprimiert werden. Eine Lokalisierung der

pmPOX in einzelnen Zellkompartimenten könnte anschließend durch klassische oder

konfokale Fluoreszenzmikroskopie erfolgen. Eine Unterscheidung von Zellwand und PM

wäre durch eine Plasmolyse der transformierten Zellen möglich.



4. AUSBLICK 99

Für eine Klärung der physiologischen Funktion(en) der PM-gebundenen Peroxidasen ist eine

eindeutige Identifizierung ihrer Lokalisierung auf der Außen- oder Innenseite der Membran

von Bedeutung. Anhand gewaschener inside-out- und right-side-out-Vesikel, die durch

Freeze-thawing-Zyklen erzeugt und mittels Phase-Partitioning getrennt werden, kann die

Lokalisation der nativen Enzyme untersucht werden. Weitere Experimente mit

Peroxidasesubstraten oder -effektoren, bieten sich nicht an, da deren Membrangängigkeit

entweder nicht auszuschließen ist oder diese auch mit anderen Proteinen der PM

interagieren. Die Außenseiten gewaschener inside-out- und right-side-out-Vesikel könnten

separat mit Protein-Biotinkonjugaten biotinyliert werden. Im Anschluss könnten die

Peroxidasen isoliert, über eine modifizierte SDS-PAGE getrennt, auf eine PVDF-Membran

geblottet und durch Avidin-Fluoreszenzkonjugate hochspezifisch detektiert werden.

Eine durchschnittliche PM-Präparation aus Maiswurzeln ergibt ca. 3-5 mg

membrangebundenes Protein, die Ausbeute an gereinigtem Protein ist sehr viel geringer. Für

weiterführende Untersuchungen der Funktion wie beispielsweise Rekonstitutionsversuche an

Liposomen werden jedoch größere Proteinmengen benötigt. Die Identifizierung der

Sequenzen der Proteine eröffnet daher die Möglichkeit rekombinante Proteine durch

Klonierung und Expression in bakteriellen oder eukaryotischen Systemen herzustellen. Im

Detail könnten die offenen Leserahmen der Peroxidasen fusioniert mit verschiedenen Tags

funktional in E.coli exprimiert werden. Durch einen Histidin-Tag des rekombinanten Proteins

kann dieses beispielsweise anschließend durch Immobilised Metal Affinity Chromatographie

(IMAC) gereinigt werden. Durch Vergleich der Enzymaktivitäten der rekombinanten

Peroxidasen mit denen der nativen Enzyme kann überprüft werden, ob eine Expression

erreicht wurde und ob eine in E. coli fehlende post-translationale Glykosylierung die

Enzymaktivität beeinträchtigt. Falls dies der Fall sein sollte oder andere Schwierigkeiten im

Zuge der Expression oder Reinigung auftreten, kann alternativ auf eukaryotische

Expressionsysteme wie Insektenzellkulturen oder Hefen zurückgegriffen werden, welche

posttranslationale Modifikationen ermöglichen.

Da an der pflanzlichen PM vier Peroxidasen existieren, bleibt die Interpretation von

Enzymaktivitäten, die an PM-Vesikeln gemessen werden können, in Hinsicht auf ein

einzelnes dieser Enzyme spekulativ. Rekombinante Proteine ermöglichen die separate

Rekonstitution der einzelnen pmPOX in Liposomen. Mit diesem experimentellen Ansatz

könnten Wechselwirkungen mit Lipiden der nativen Membran und mit anderen

Membrankomponenten gezielt untersucht werden. Im Anschluss an die Rekonstitution

könnten die Peroxidaseaktivitäten durch Zugabe von unterschiedlichen Substraten und

Effektoren gezielt charakterisiert werden, um einen Aufschluss über mögliche Funktionen



4. AUSBLICK 100

dieser Enzyme zu erhalten. Durch Zugabe geeigneter Stressoren könnte sowohl in PM-

Vesikeln als auch in rekonstituierten Systemen - eine Lipidperoxidation ausgelöst werden,

um abzuschätzen, inwieweit die Peroxidasen unter Stressbedingungen an der

Aufrechterhaltung des Lipidbilayers und der Reparatur der Membran beteiligt sind.

Darüber hinaus könnten verschiedene Lipide und Lipidabbauprodukte sowie beispielsweise

Flavonoide als Effektoren und Substrate der Peroxidasen untersucht werden.

Neben einer Funktionsanalyse der pmPOX hinsichtlich Schutz und/oder Reparatur der

Membran könnten auch die Wirkungen verschiedener Stressfaktoren auf die Expression

der pmPOX Aufschluss über die Funktionalität der Enzyme geben. Maiskeimlinge könnten

verschiedenen abiotischen oder biotischen Stressfaktoren ausgesetzt oder mit

verschiedenen Substanzen behandelt werden, welche mit der Genregulation von

Peroxidasen in Verbindung gebracht werden. So wäre es aufgrund der Ergebnisse der

vorläufigen Analyse der Promotorregion von pmPOX2b sinnvoll, die Wirkungen von Hitze-

und Verwundungsstress, Elizitoren, Methyljasmonat und Salicylsäure zu ermitteln.

Änderungen der Expression der pmPOX in Gegenwart dieser Stressoren sowie eine

Änderung der Aktivität der Enzyme könnte vergleichend untersucht werden.
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In den letzten beiden Jahrzehnten gab es mehrfach Hinweise für die Existenz einer

plasmamembrangebundenen Peroxidaseaktivität in pflanzlichen Zellen. Für diese

membrangebundene Enzymaktivität wurde unter anderem eine Beteiligung an der

Produktion von aktiven Sauerstoffverbindungen (Active oxygen species, AOS) sowie eine

Entgiftung von AOS zum Schutz der Membran im Zusammenhang mit Pathogenabwehr und

Zellwandaufbau diskutiert. Allerdings konnten Verunreinigungen durch lösliche apoplastische

oder cytosolische Proteine für diese Untersuchungen nicht ausgeschlossen werden.

Inzwischen wurde jedoch der Nachweis für die Existenz von fest an die Membran

gebundenen Peroxidaseaktivitäten erbracht (Mika, 2001). In der vorliegenden Arbeit wurden

diese membrangebundenen Peroxidaseaktivitäten aus Plasmamembranen von Maiswurzeln

(Zea mays L.) partiell gereinigt und erstmals biochemisch charakterisiert. Die Sequenzen der

zugehörigen Enzyme wurden identifiziert und bioinformatisch analysiert.

Es konnten vier verschiedene plasmamembrangebundene Peroxidasen (pmPOX1,

pmPOX2a, pmPOX2b und pmPOX3) nachgewiesen werden. Als prosthetische Gruppen der

Proteine wurden nichtkovalent gebundene Hämgruppen identifiziert. Die nativen molekularen

Massen der Enzyme wurden durch Gelfiltration im Vergleich mit Standardproteinen ermittelt.

Analysen der partiell gereinigten Proteine durch eine modifizierte nicht-reduzierende SDS-

PAGE in Kombination mit einer Hämfärbung bestätigten die aus der chromatographischen

Reinigung abgeleiteten Massen (138, 98, 57 und 55 kDa). Eine Glykosylierung der Proteine

konnte durch verschiedene Methoden gezeigt werden. Als isoelektrische Punkte traten

sowohl anionische als auch neutrale und kationische Werte auf.

Die partiell gereinigten Peroxidaseaktivitäten zeigten die für diese Enzyme charakteristische

breite Substratspezifität. Da die Enzymaktivitäten in Gegenwart von 4-Hydroxyquecksilber-

benzoesäure unverändert blieben und die Enzyme hohe Affinitäten zu phenolischen

Substraten zeigten, ließen sich die untersuchten pmPOX entsprechend der Klassifizierung

nach Welinder (1992) in die Klasse III der Superfamilie von Peroxidasen aus Pflanzen,

Bakterien und Pilzen einordnen.

Für viele peroxidasevermittelte Funktionen ist die Bildung von AOS essentiell. Im

Zusammenhang mit verschiedenen Stressfaktoren werden im wesentlichen zwei mögliche

Quellen für die massive Produktion von AOS (oxidativen Burst) diskutiert: 1) Apoplastische

Peroxidasen und 2) eine diphenylenjodoniumsensitive NAD(P)H-Oxidase (Respiratory burst

oxidase homolog, Rboh). Um zu klären, ob und unter welchen Bedingungen die
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plasmamembrangebundenen  Peroxidasen in vitro AOS produzieren können, wurden deren

NAD(P)H-Oxidaseaktivitäten detailliert untersucht. So waren pmPOX1, pmPOX2a und

pmPOX2b in vitro in der Lage, große Mengen an AOS zu produzieren. Einige Charakteristika

dieser Aktivitäten, insbesondere ein pH-Optimum im sauren pH-Bereich sowie eine fehlende

Stimulierbarkeit durch Calcium zeigten jedoch deutliche Unterschiede zu den bisher für eine

Beteiligung von Peroxidasen am oxidativen Burst postulierten Eigenschaften. Ein postuliertes

ZmRboh1 konnte weder durch Enzymassays noch durch Western-Blot-Analysen in der

Plasmamembran von Maiswurzeln nachgewiesen werden. Da die Enzymaktivitäten der

plasmamembrangebundenen Peroxidasen in Gegenwart verschiedener Substrate

unterschiedlich stark durch Mn2+ und nur unwesentlich durch Ca2+ beeinflusst wurden,

scheinen diese Enzyme anders reguliert zu werden als die meisten Klasse-III-Peroxidasen.

Durch massenspektrometrische Analysen der Proteine und in silico Cloning konnten die full

length Nukleinsäuresequenzen von pmPOX1 und pmPOX2b identifiziert und drei mögliche

Sequenzen für pmPOX3 ermittelt werden. In einer bioinformatischen Analyse dieser

Sequenzen konnten zahlreiche weitere Charakteristika der Enzyme abgeleitet und mit den

experimentell ermittelten Daten verglichen werden. So wurden auf der Basis genomischer

Nukleinsäuresequenzen der pmPOX strukturelle Aspekte der korrespondierenden Gene

abgeleitet.

Alle Sequenzen der pmPOX zeigten auf Aminosäureebene die größten

Sequenzübereinstimmungen zu Peroxidasen der Klasse III und deren klassische

Charakteristika: Neben konservierten Peroxidasedomänen konnten unter anderem

entsprechende putative Disulfidbrücken, Calciumbindestellen, Glykosylierungsstellen und

zum ER-dirigierende N-terminale Signalpeptide identifiziert werden. Die proximale und

distale Hämbindestelle bzw. das aktive Zentrum wurden abgeleitet. Dabei traten die

wahrscheinlich am aktiven Zentrum und Substratkanal (Substrate access channel)

beteiligten Aminosäurereste an Positionen auf, welche typisch für Guajacolperoxidasen sind.

Die dreidimensionale Struktur von pmPOX1 und pmPOX2b konnte anhand ähnlicher,

löslicher Klasse-III-Peroxidasen modelliert werden. Bioinformatische Voraussagen

hydrophober Domänen im Vergleich mit Solubilisierungsexperimenten deuten darauf hin,

dass das zum ER-dirigierende Signalpeptid jeweils nicht abgespalten und die Proteine durch

eine N-terminale transmembrane Domäne verankert werden. Die Differenz zwischen den

errechneten theoretischen molekularen Massen von pmPOX1, pmPOX2b bzw. pmPOX3 und

den experimentell durch nichtreduzierende SDS-PAGE ermittelten molekularen Massen

verdeutlichte, dass es sich bei pmPOX2b und pmPOX3 um stark glykosylierte Monomere

handelt, während pmPOX1 offenbar als glykosyliertes Dimer vorzuliegen scheint. Letzteres

ist für Klasse-III-Peroxidasen ungewöhnlich.
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Homologe Proteine der plasmamembrangebundenen Peroxidasen konnten in verschiedenen

monokotylen und dikotylen Pflanzenarten ermittelt sowie die einzelnen pmPOX in die von

Passardi et al. (2004) aufgestellten Untergruppen für sekretorische Peroxidasen eingeordnet

werden. Eine in silico Northern-Blot-Analyse deutet darauf hin, dass sowohl pmPOX1 als

auch pmPOX2b hauptsächlich in Wurzelgeweben exprimiert werden. Basierend auf diesen

Ergebnissen wurden mögliche Funktionen der plasmamembrangebundenen Enzyme im

Rahmen von entwicklungsspezifischen oder stressinduzierten Zellwandmodifikationen, einer

Beteiligung am Auxinkatabolismus sowie am Schutz oder der Reparatur der Membran

diskutiert.
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