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1 EINLEITUNG

In der Molekularbiologie werden Methoden der Biophysik, Biochemie, Genetik und Bioinformatik
kombiniert, um ein Grundverstindnis der Prozesse innerhalb einer Zelle zu etlangen. Vor allem die Gen-
expression und Proteinfunktion stehen im Fokus von Untersuchungen. Um diese aufzukliren, gibt es
unterschiedliche experimentelle Ansitze, welche aufgrund der Vorgehensweise unterschieden werden. In
der Molekularbiologie werden héufig 7 silico, in vitro oder in vivo Ansitze verfolgt. Mit ,,in silico™ werden
bioinformatische Vorhersagen, Simulationen oder Berechnungen bezeichnet. Im Gegensatz zu diesen,
bezeichnen iz vitro™ und ,in vivo™ Arbeiten mit biologischem Material. I vitro Untersuchungen finden
auBerhalb des lebenden Organismus statt, wihrend bei iz vivo Studien ein Prozess innerhalb eines
lebenden Organismus untersucht wird. In Kombination liefern diese Ansitze Erkenntnisse im Sinne der
Grundlagenforschung. Fur die Pflanzenforschung bedeutet dies, dass tiber die Grundlagenforschung
funktionelle Zusammenhinge aufgeklirt und fiir die Optimierung von Nutzpflanzen eingesetzt werden
kénnen. Dies ist zukiinftig eine wichtige Herangehensweise, um die Erndhrung der stetig wachsenden
Weltbevolkerung gewihrleisten zu kénnen. Auch steigt die Nachfrage nach Biomasse als erncuerbare
Energiequelle. Als kritischer Faktor bleibt immer die duBlere Umwelt, da diese zu Ernteeinbuflen in
unterschiedlichem Ausmal fithren kann.

Im Gegensatz zu Individuen anderer Organismenreiche sind Pflanzen sessil und darauf angewiesen, an
ihrem Standort mit verdnderlichen Umweltbedingungen umgehen zu kénnen. Dies betrifft nicht nur
abiotische Faktoren wie die Limitierung von Wasser und Nihrstoffen oder die Verinderung der
klimatischen Bedingungen. Auch biotische Auseinandersetzungen wie Schidigungen durch Pathogene
oder Herbivore konnen Pflanzen beeintrichtigen. Weicht ein Umweltfaktor von dem optimalen
Anpassungsbereich der Pflanze ab, steht diese unter Stress. Um sich solchen Schwankungen anzupassen,
haben Pflanzen deshalb vielfiltige Strategien entwickelt. So besitzen sie z. B. Sensoren, um verschiedene
Arten von Stressoren wie Kilte-, Hitze- und osmotischen Stress wahrnehmen zu kénnen (Zhu 20106).
Pathogene hingegen kénnen von Pflanzen anhand von pathogenspezifischen Mustern oder Effektoren
erkannt werden (Gust ¢z a/ 2017). In jedem Fall fihrt die Registrierung eines Signals zu Verinderungen in
der Genexpression, dem Metabolismus oder der Physiologie. Da solche Stressantworten mit Wachstum
und Entwicklung koordiniert werden miissen, gibt es Uberschneidungen zwischen den verschiedenen
Signalwegen. Diese zu entschliisseln ist essentiell, um die Auswirkungen eines Stresses auf die Pflanze im

Ganzen verstehen zu konnen.
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1.1 Einfluss von Viren auf Nutzpflanzen

Virusinfektionen sind verantwortlich fir die Halfte aller Krankheiten von Nutzpflanzen und spielen damit
eine tragende Rolle fur Qualititsverlust und Ertragsausfall (Palukaitis ez 2/ 2013). Gleichzeitig ist es
schwierig, effektive Wirkstoffe gegen Viren zu finden, welche auf dem Feld eingesetzt werden kénnen
(Palukaitis ez a/ 2017). Auch eine genetische Resistenz, welche durch Kreuzungen oder die Einbringung
von Transgenen vermittelt werden kann (Galvez ef /. 2014), wird von Viren aufgrund ihrer genomischen
Plastizitdt schnell iiberwunden. Bis heute sind Resistenzen gegen Pilze, Oomyceten und Prokaryoten
deutlich besser untersucht als gegen Viren.

Zu den am besten untersuchten Viren gehdren Vertreter der groB3ten Gruppe von Pflanzenviren, der
+ssRNA-Viren. Dies sind unter anderem Cucumber mosaic virns (CMV), welches zur Gattung der
Cucumoviren gehért und in seiner virulenten Form als ikosaedrisches Kapsid vor allem Gurken- und
Kirbisarten befillt, oder Tobacco mosaic virus (TMV), ein réhrenférmiges Tobamovirus, dessen Wirtsspektrum
eine grofle Anzahl an Nutz- und Zierpflanzen umfasst. Ein weiteres +ssRNA-Virus, welches vor allem

Brassicaceen wie A. thaliana und Nutzpflanzen wie Raps (B. napus) und Ribsen (B. rapa) infiziert, ist das

Turnip mosaic virus (TuMV).

1.1.1 Das Turnip mosaic virus

Das TuMV gehért zur Gattung der Pofyviren und damit zur Familie der Potyviridae. Typischerweise wird
dieses Virus iiber Blattliuse verbreitet, es kann aber auch tiber Wundstellen in die Pflanze gelangen. Die
10 kb groBe +ssRNA ist infektiés und wirkt sowohl als Genom als auch als virale mRINA. Sie ist in einem
flexiblen, filament&sen, helikalen Kapsid aus Hullproteinen (coat protein, CP) verpackt (Abbildung 1A, B)
(Walsh und Jenner 2002). Der Infektionszyklus umfasst nach dem Eindringen des Virus in die Wirtszelle
dessen Replikation in viralen Replikationskomplexen, die Verbreitung innerhalb der Pflanze und die
anschlieBende Ubertragung durch einen Vektor. Das Virus nutzt hierfiir nicht nur wirtseigene Proteine,
sondern bringt auch ein eigenes Set an Proteinen mit (Abbildung 1C) (Mikinen und Hafrén 2014; Wei ez
al. 2010). Der Infektionszyklus von TuMV und dessen Immunabwehr durch den Wirt ist Gegenstand
intensiver Forschung, sodass ein Grofiteil der Infektion auf molekularer Ebene entschliisselt werden
konnte (Ivanov ef a/. 2014; Mikinen und Hafrén 2014; Patarroyo ef a/. 2012). Urspriinglich wurde dieses
Virus wahrscheinlich vor etwa 1000 Jahren von wilden Orchideen auf Brassicaceen Gibertragen und hat sich
seitdem Uber wilde und landwirtschaftlich genutzte Brassicaceen weltweit verbreitet (Nguyen e a/. 2013). Es
gibt eine Vielzahl unterschiedlicher Stimme, welche in Kombination mit der Wirtspflanze und den
vorherrschenden Umweltbedingungen zu unterschiedlichen Krankheitssymptomen fithren. Diese duflern
sich vielfiltig und umfassen unter anderem Mosaikmuster, Nekrosen und Verkrippelungen (Walsh und
Jenner 2002). Da TuMV Brassicaceen und damit auch A. thaliana infiziert, stellt es ein gutes Modell fiir
Studien zu Pflanzen-Virus-Interaktionen dar und liefert gleichzeitig die Méglickeit, die gewonnenen

Erkenntnisse auf Nutzpflanzen zu tibertragen.
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Abbildung 1: Virionen und Genom des TuMYV. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahme von TuMV-Virionen. Aus Walsh
und Jenner (2002). (B) Schematische Darstellung eines TuMV-Virions. (C) Darstellung des TuMV-Genoms, welches nach der
Translation zum Polyprotein in 10 Proteine prozessiert wird. Zusitzlich kann durch eine Leserasterverschiebung des Ribosoms
wihrend der Translation das Transportprotein PAN-PIPO translatiert werden, bestehend aus dem N-terminalen Teil des P3
Proteins und einem durch die Leserasterverschiebung translatierten tiberlappenden Leserahmen des Proteins PIPO (Pfeil). Das
Genom kodiert folgende Proteine: P1 = Serinprotease, HC-Pro = Suppressor und Cysteinprotease, P3 = multifunktionales
Protein, P3N-PIPO = Transportprotein, 6K1 = unbekannte Funktion, CI = Helikase, 6K2 = integrales Membranprotein,
VPg = genomverkniipftes Protein, NIa = Cysteinprotease, NIb = RNA-abhingige RNA-Polymerase, CP = Hiillprotein.

1.2 Die systemische Verbreitung von Viren

Essentiell fiir die Ausbildung von Krankheitssymptomen ist die Verbreitung innerhalb des Wirts, welche
durch Zell-zu-Zell- und Langstreckentransport ermdglicht wird. Studien zum Zell-zu-Zell-Transport
zeigten auf, dass Viren fiir den Transport von ihrem Replikationsort zu den Plasmodesmen sehr
unterschiedliche Mechanismen entwickelt haben (Patarroyo ef a/ 2012; Niehl und Heinlein 2011). Im
Gegensatz zum Zell-zu-Zell-Transport sind die Mechanismen, welche den Langstreckentransport
vermitteln, bis heute nur wenig verstanden. Basierend auf Studien an verschiedenen Virenarten wurden
aber auch hierflir unterschiedliche Modelle aufgestellt. Einig sind sich alle Hypothesen darin, dass sich
Viren zur systemischen Verbreitung existierende Transportrouten der Vaskulatur zunutze machen (Hipper

et al. 2013; Folimonova und Tilsner 2018).

1.2.1 Phloem und Xylem

Bei der Vaskulatur handelt es sich um ein Transportsystem, das durch den Transport von Wasser,
Nihrstoffen und Signalmolekiilen die Versorgung und Kommunikation zwischen entfernten Geweben
erméglicht. Es beférdert Substanzen, die fiir das pflanzliche Wachstum, die Entwicklung, den
Metabolismus sowie Stressantworten wichtig sind. Zudem erfiillt es eine mechanische Stiitzfunktion. Zwei
Komponenten des vaskuliren Systems, das Phloem und Xylem, sind in Leitbiindeln organisiert
(Abbildung 2) und entwickeln sich in dikotylen Pflanzen aus dem zwischen ihnen liegenden Kambium.

Zellen des Kambiums gelten deshalb als vaskulire Stammzellen (Miyashima e a/. 2013).
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1 Epidermis Abbildung 2: Ubersicht zur Vaskulatur
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Das Xylem stellt ein holziges Leitgewebe dar, welches transpirationsgetriecben Wasser und mineralische
Nihrstoffe und Hormone von den Wurzeln zu iibererdigen Organen wie Stingel, Blittern, Blitten und
Friichten transportiert und durch abgelagertes Lignin in den Zellwinden zur Stiitzfunktion beitrdgt. Es
handelt sich hierbei um abgestorbene Réhrenzellen, welche wihrend der Entwicklung des Xylems einen
programmierten Zelltod erfahren haben (Fukuda 2000).

Uber das Phloem werden Zucker, Aminosiuren, mineralische Nihrstoffe, Phytohormone, Proteine, RNA
und Lipide transportiert (Hoad 1995; Ham und Lucas 2014; Kehr 2009; Buhtz ¢7 a/. 2010; Benning e# a/.
2012). Im Gegensatz zum Xylem, dessen Transportleistung vom Transpirationssog bestimmt wird, ist der
Transport iiber das Phloem durch einen osmotischen Gradienten von soxree (dem Ort der Entstehung) zu
sink (dem Ort des Verbrauchs wie Wurzel, junge Blitter, Blitte und Meristem) charakterisiert (Munch
1930). Der Transport erfolgt iber die Siebréhren, welche aus elongierten Siebelementen (SE) bestehen.
Wihrend der Entwicklung des Phloems entstehen SEs und Geleitzellen (CCs) aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle durch eine ungleiche Teilung (Esau 1969), bleiben aber tber sekundire Plasmodesmen
miteinander verbunden, welche zur CC-Seite hin zusitzliche, weitverzweigte Kanile besitzen. Wihrend
der Reifung wird in den SEs die Vakuole, der Nukleus, das raue ER und der Golgi-Apparat degradiert. Im
Gegensatz zu den SEs kénne sich die CCs weiter teilen und besitzen eine erhéhte Anzahl an Plastiden,
Mitochondrien und Ribosomen (Cronshaw 1981). Mit dem Verlust der Organellen wie dem Nukleus
haben die SEs vermutlich auch die Fihigkeit zur Transkription und Translation verloren. Dennoch
wurden bereits viele ribosomale Untereinheiten im Phloem identifiziert und es konnte sogar gezeigt
werden, dass diese in Komplexen vorliegen (Lin ¢f a/. 2009; Ma ez al. 2010; Ostendorp ef al. 2017). Dass
dennoch vermutlich keine Translation stattfinden kann, wird durch die Entdeckung von
translationsinhibierenden tRINA-Hilften in den SEs unterstiitzt (Zhang ez a/. 2009). Die im Phloem
enthaltenen Makromolekille werden demnach vermutlich in den CCs synthetisiert und iber

Plasmodesmen in SEs gebracht.
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1.2.2 Das Phloem als Transportroute der Viren

Um das Phloem fiir sich nutzen zu kénnen, haben Viren spezielle Eigenschaften adaptiert. Die Infektion
einer Pflanze mit einem Virus kann durch Eintritt des Virus in eine Wunde oder durch die Ubertragung
von einem Vektor erfolgen. Nach der Replikation in den urspriinglich infizierten Zellen verbreiten sich

Viren Uber Plasmodesmen von Zelle zu Zelle, wobei das

Phloem
Virus in jeder neu infizierten Zelle durch Replikation .

SE CC vaskuldres
vervielfltigt wird (Abbildung 3). Diese Verbreitung tber Parenchym
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passieren kénnen. Dies kénnen Viren dutch eine spezifische

I

Klasse von Proteinen erreichen, die Transportproteine.

. . . " ) . =] Infektion
Verschiedene Virenarten haben hierfiir unterschiedliche

Mechanismen entwickelt (Patarroyo e al. 2012; Niehl und

(rS

Heinlein 2011). »-1—4

. . . . . . o DO Zell-zu-Zell-Verbreitung
Dieser Ablauf wiederholt sich solange, bis das Virus die .

Vaskulatur erreicht. Doch bevor es die SEs fur den ro- ;
systemischen Transport betreten kann, muss es auch hier Langstrecken-
) ) ) Verbreitung
mehrere Zellarten passieren: die Bindelscheide, das vaskuldre
Parenchym und die CCs. Auf diesem Weg miissen somit  Abbildung 3: Ubersicht zur Virusverbreitung

mehrere Grenzen unterschiedlicher Zelltypen durchquert in Pflanzen. Nach Infektion und Replikation

erfordert die Verbreitung innerhalb der Pflanze

werden. Wie sich gezeigt hat, scheint es an diesen Grenzen ) . . .
die erfolgreiche Uberwindung von Grenzen

unterschiedliche ~ Mechanismen — zur  Regulation  der ichen verschiedenen Zelleypen. Verindert
Plasmodesmen zu geben, sodass Viren hier in ihrer  nach Hipper ezl (2013).

Verbreitung aufgehalten werden kénnen (Ueki und Citovsky

2007).

Den Phloemtranslokationsstrom kénnen Viren dann von den CCs aus erreichen. Nicht nur fir den
Eintritt in die SEs, sondern auch fiir die systemische Verbreitung konnten virale Einflussfaktoren entdeckt
werden, welche hierfiir notwendig sind. Es wird grundsitzlich angenommen, dass Viren entweder als
virale Ribonukleoproteinkomplexe oder Virionen transportiert werden. Zudem wird vermutet, dass sich
Viren passiv mit dem source-zu-sink Strom verbreiten und so systemisch durch das Phloem verbreitet
werden (Hipper et a/. 2013). So konnten verschiedene Modelle fiir den Transport von Viren in das
Phloem, also von den CCs in die SEs, aufgestellt werden. Fur einige RNA-Viren wird, dhnlich wie fir
endogene mRNA beobachtet, ein nicht reguliertes, sequenzunspezifisches Austreten (laking) in die SEs
vermutet (Calderwood ef a/. 2016). Eventuell kénnten aber auch tRNA-dhnliche Haarnadelstrukturen in
der 3'UTR der viralen RNA fiir ein gerichtetes Transportsystem notwendig sein (Chen ¢z a/. 2003). Eine

weitere Hypothese befasst sich mit der Assoziation von mRNA mit RNA-bindenden Proteinen, welche
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den Transport vermitteln. Ein Beispiel hierfir ist das Protein Fibrillarin, welches iiber seine Interaktion
mit viraler RNA oder viralen Transportproteinen am Transport mehrerer Viren beteiligt ist (Kim ez 4l
2007; Semashko e /. 2012). Auffillig ist, dass alle diese Modelle virusspezifisch sind, es somit vermutlich
keinen allgemeinen Transportmechanismus gibt. Auch missen fur einige dieser Modelle weitere
Nachweise erbracht und offene Fragen geklirt werden.

Fir Potyviren wie TuMV ist noch nicht entschliisselt, ob diese als virale Ribonukleoproteinkomplexe oder
Virionen transportiert werden. Eine Studie hat jedoch virale Replikationskomplexe in Phloem und Xylem
entdeckt, sodass vermutet wird, dass das TuMV in dieser Form transportiert werden kénnte (Wan ¢ a/.
2015). Ob dies aber die tatsichliche Transportform oder ein zufilliges Ergebnis ist, bleibt zu beweisen.
Auch ob der Transport tber das Xylem vollzogen wird, ist fraglich. Denn obwohl Viren im Xylem vor
den Abwehrstrategien der Pflanze geschiitzt wiren, wird der Transport iber das Phloem als
wahrscheinlicher angesehen (Folimonova und Tilsner 2018). Ein Vorteil des Phloems ist, dass Viren die
lebendigen CC-SE Komplexe besser manipulieren kénnen. So konnte fiir TMV gezeigt werden, dass es
den mRNA- und Proteingehalt des Phloems verdndert. Dadurch beeinflusst das Virus nicht nur Faktoren,
welche fir den Transport in die SEs benétigt werden, sondern auch die systemische Abwehr (systemic
acquired resistance, SAR) (Collum e al. 2016). Vorteilhaft ist fur Viren auch, dass ihre Prisenz im Phloem
den Kontakt mit Vektoren und so den Wirtswechsel erméglicht.

Die vielfiltigen Mechanismen der systemischen Infektion unterstreichen deren Komplexitit. Hinzu
kommt, dass, im Gegensatz zu den vorgestellten Vorgingen, tiber den Eintritt in das Phloem sowie iiber
die Langstreckentranslokation und den Austritt aus dem Phloem kaum etwas bekannt ist. Interessant ist
dabei, dass es teilweise Parallelen zum Transport endogener RNAs gibt. Damit liefert die Erforschung des
systemischen Transports von viralen RNAs die Moglichkeit, generelle Prinzipien des RNA-Transports
aufzudecken. Dies wiirde nicht nur neue Strategien erméglichen, um virale Infektionen von Nutzpflanzen
zu bekdmpfen, sondern auch zu einem besseren Verstindnis der grundlegenden Regulation und Funktion

des Phloems beitragen.

1.3 Grundlagen der pflanzlichen Immunantwort

Anhand von A. thaliana konnten bereits viele Elemente der pflanzlichen Immunantwort entschlisselt
werden. Wie sich zeigt, haben Pflanzen im stindigen Kampf zwischen Wirt und Pathogen multiple
Abwehrstrategien entwickelt. Diese kénnen zum einen zur Immunitit jeder einzelnen, infizierten Zelle
beitragen, zum anderen aber auch weit entfernte, bislang nicht infizierte Zellen durch systemische Signale
auf das Pathogen vorbereiten. So kénnen sich Pflanzen gegen Herbivore zum Beispiel durch die Bildung
von Sekunddrmetaboliten oder gegen Viren durch die Verwendung des RNAi-Systems zur Wehr setzen.
Des Weiteren gibt es eine allgemeine Immunantwort, welche sich gegen eine Vielzahl an Pathogenen
richtet. Diese basiert auf der Erkennung der Infektion und dem anschlieBenden Auslésen von PTI

(PAMP-triggered immunity) und gegebenentalls ETI (effector-triggered immunity).
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1.3.1 PTIund ETI

Die induzierte Immunitit durch PTI und ETI wird erst durch die Detektion eines Pathogens aktiviert
(Abbildung 4). Hierbei werden PTI und ETI aufgrund der jeweils registrierten Molekiile unterschieden.
Pathogen-assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) wie zum Beispiel
bakterielles Flagellin kénnen auf der Zelloberfliche anhand von Transmembranrezeptoren, den PRRs
(pattern recognition receptors), erkannt werden. Dadurch wird ein Signal zur Aktivierung der PTI iber die
Zellwand in die Zelle geleitet. Um dieses Signal zu stoppen, haben Pathogene Effektoren entwickelt,
welche sie in die Wirtszelle sekretieren und damit die PTT inhibieren. Dieser Prozess wird ETS (¢ffector-
triggered susceptibility) genannt (Jones und Dangl 2006). Pflanzen wiederum koénnen solche Effektoren
innerhalb der Zelle mittels NB-LRR Proteinen (wie z. B. RPS2 und RPM1) erkennen. Dabei kénnen NB-
LRR Proteine den Effektor entweder direkt oder indirekt durch eine Interaktion des Effektors mit einem
tiberwachten Wirtszellprotein erkennen (Guard Hypothese) (Caplan ez 2/ 2008). Intensiv untersuchte
Beispiele sind unter anderem die Psexdomonas syringae (P. syringae) Eftektoren AvrRpt2, AvrB und AvrRpm1
und ihre NB-LRR Proteine RPS2 und RPM1.

PTI und ETI unterscheiden sich in vielen Charakteristika, es gibt aber auch Uberschneidungen von
molekularen Ereignissen, sodass man auch von einem Signalnetzwerk sprechen kann (Katagiri und Tsuda
2010). Letztendlich werden durch PTI und ETI dann idber Kinasekaskaden, Phytohormone und die
Steuerung der Genexpression verschiedene Abwehrsysteme in Gang gesetzt wie Zellwandverstirkungen
durch Callose und Lignin, die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die Expression von
Abwehrgenen, die Synthese von Salizylsdure (SA), die systemische Abwehr (SAR) und die hypersensitive
Reaktion (HR), welche zum gesteuerten Absterben infizierter Zellen und damit nekrotischen Lisionen am

Infektionsort fihrt (Jones und Dangl 20006).
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1.3.2  Antivirale Strategien

Nach einer Virusinfektion werden mehrere Abwehrstrategien induziert. NB-LRR Rezeptoren kénnen
virale Proteine erkennen und dadurch die ETI auslésen (Ueda e# a/. 2006; Baures et al. 2008). Zudem
wurde auch eine antivirale PTI entdeckt, welche auf der Erkennung von doppelstringigen RNAs
(dsRINAs) basiert, aber unabhingig von der bereits gut untersuchten antiviralen RNAi (RNA-Interferenz)
ist. Hier wirken dsRNAs als virale PAMPs und lésen dadurch die PTI mit typischen Antworten wie der
Aktivierung von Kinasen, der Ethylenproduktion, der Expression von Abwehrgenen und der Inhibierung
des Pflanzenwachstums aus. Der Rezeptor, welcher die dsRNA erkennt, konnte allerdings noch nicht
identifiziert werden (Niehl ez a/. 2010).

Im Gegensatz zu dieser PTI-Abwehrreaktion ist RNAi ein Mechanismus der Pflanze, welcher nicht nur
zur Regulation der pflanzlichen Genexpression, sondern auch zur Immunabwehr von Pathogenen
eingesetzt wird. RNAi wird nach einer Virusinfektion spezifisch induziert und an das jeweilige Virus
adaptiert. Hierdurch wird die Translation des viralen RNA- oder DNA-Genoms verhindert. Dies
geschieht durch kleine RNAs, sogenannte siRNAs (swall interfering RNA), welche von der Virus-Sequenz
abgeleitet, komplementir zum Virusgenom sind. Beteiligt sind hier Proteine der dicer-like (DCL) und
ARGONAUTE (AGO) Familien. Wihrend DCL-Proteine die doppelstringige, virale RNA erkennen und
diese durch ihre RNase Aktivitit in 21-24 nt groBle siRNAs degradieren, binden AGOs diese siRNAs,
bilden daraufhin zusammen mit Cofaktoren den RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) und
koénnen dadurch die virale RNA als Ziel erkennen. Gleichzeitig wird die einzelstringige siRNA von
endogenen RINA-abhingigen RNA-Polymerasen zu dsRNA synthetisiert, welche wiederum als Substrat
fir die DCL-Proteine wirkt. Durch diesen Mechanismus wird das Signal amplifiziert und die
Immunantwort verstirkt. Durch den RISC-Komplex wird die virale RNA entweder degradiert oder sie
erfihrt einen translationalen Arrest. Gleichzeitig kann iber RNAi aber auch durch endogene kleine RNAs
die Genexpression des Wirts reguliert werden, um die Abwehrreaktion zu férdern. Um sich gegen diese
Immunantwort zu wehren, haben Viren wiederum Suppressoren entwickelt, die viralen Suppressoren der
RNA-Interferenz (VSR). Diese greifen an unterschiedlichen Schritten der antiviralen RNAi an und
inhibieren die Abwehrreaktion (Carbonell und Carrington 2015).

Des Weiteren fithren Virusinfektionen auch zur Synthese von Hormonen des pflanzlichen Hormon-
Signalnetzwerks wie z. B. Salizylsdure, Jasmonsdure und Ethylen. Neben biotischen Stressreaktionen
steuern diese Hormone vielfiltige Funktionen innerhalb der Pflanze. Vorrangig wird durch eine
Vitrusinfektion die Synthese von SA erhoht, welches Abwehrmechanismen wie PTI/ETI, SAR und RNAi
beeinflusst und damit die Virusverbreitung inhibiert. So werden nicht nur lokale Abwehrmechanismen wie
ROS und HR in Gang gesetzt, sondern auch systemische Antworten induziert (Alazem und Lin 2015).
RINAi und SAR fithren dazu, dass distale Zellen auf eine sekundire Infektion vorbereitet werden (Priming)
und stellen eine langanhaltende Immunantwort dar, welche fiir Wochen bis Monate aufrechterhalten wird.
Im Gegensatz zu den lokalen Abwehrmechanismen wie PTI und ETI oder die RNAi ist die SAR

unspezifisch gegen ein breites Spektrum an Pathogenen gerichtet (Fu und Dong 2013).
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1.4  Peptidyl-Prolyl cis/ trans Isomerasen

Zu einer bedeutenden Klasse von Proteinen, die mit Stressreaktionen assoziiert sind, gehéren die Peptidyl-
Prolyl ¢is/ trans Isomerasen, kurz PPlasen. Es handelt sich hierbei um ubiquitir vorkommende Proteine,
fiir die sowohl in Tieren, als auch in Pflanzen und sogar in Mikroorganismen gezeigt werden konnte, dass
sie eine essentielle Rolle bei den Antworten auf unterschiedliche biotische und abiotische Stressoren
einnehmen (Vasudevan ¢# a/. 2015; Nath und Isakov 2015; Dimou ez a/ 2017).

PPlasen sind Enzyme, welche die cis/#rans Isometisierung von Peptidbindungen mit der Aminosdure
Prolin katalysieren (Abbildung 5A). Im denaturierten Zustand bevorzugen alle Peptidbindungen die
energetisch stabilere #runs-Konformation. Prolin bildet eine Ausnahme, da hier die N-terminal gelegene
Peptidbindung eine niedrigere Differenz der freien Enthalpie zwischen ¢s- und #rans-Konformation besitzt
als die Peptidbindungen anderer Aminosduren, und deshalb ebenso die ¢s-Konformation annehmen kann
(Lu et al. 2007). Solche cis-Peptidbindungen an Prolin treten hidufig an der Proteinoberfliche auf und
fihren strukturell gesehen zu Kurven (##ms) in der Tertidrstruktur (Pal und Chakrabarti 1999). Trans-
Peptidbindungen sind im Gegensatz dazu eher planar, sodass die Umwandlung eine strukturelle Anderung
darstellt. Intrinsisch ist diese Isomerisierungsreaktion aufgrund der bendtigten Aktivierungsenergie sehr

langsam, kann aber durch PPlasen beschleunigt werden (Abbildung 5B).
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Zu den PPlasen gehéren die Cyclophiline (CYP), FKBPs (FK5006-bindendes Protein), Parvuline und
PTPAs (Serin/Threonin-Phosphatase 2A-Aktivator) (Abbildung 6). Strukturell gesehen sind diese
Familien nicht miteinander verwandt, jede Familie wird durch eine ihr eigene konservierte Domine
reprasentiert. Gemein ist ihnen jedoch die PPlase Aktivitit. Um diese ausiiben zu kdénnen, besitzt das
aktive Zentrum selbst zwischen den strukturell divergenten Familien einen dhnlichen Aufbau und einige
konservierte Aminosduren (Fanghanel und Fischer 2004). Da PPlasen durch ihre Enzymaktivitit an der

Proteinfaltung beteiligt sind, gehdren sie auch zur Klasse der Chaperone.
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Abbildung 6: Die PPIasen. Zu den PPlasen gehdren CYPs,
FKBPs, PTPAs und Parvuline. Da CYPs und FKBPs

PTPAs

Immunsuppressiva binden, werden sie gleichzeitig auch den

korrekte Faltung notwendig sein, sondern auch als Immunophilinen zugeordnet.

molekularer Schalter dienen. PPlasen kénnen

damit die Funktion ihrer Interaktionspartner an- und ausschalten und sie so regulieren (Lu ez a/. 2007).
Zwei Familien der PPlasen, die CYPs und die FKBPs, werden aufgrund ihrer Affinitit gegeniiber
Immunsuppressiva besonders intensiv untersucht. Urspringlich wurden sie in Sdugetieren als Rezeptoren
fir die Immunsuppressiva Cyclosporin A (CsA) bzw. K506 entdeckt und deshalb auch als
Immunophiline klassifiziert (Handschumacher ez a/. 1984; Harding ez a/. 1989). CsA und FK506 binden im
aktiven Zentrum der CYPs bzw. FKBPs und blockieren diese, sodass die PPIase Aktivitit inhibiert wird.
In humanen Zellen inhibiert die Bindung von CsA und FK506 aber nicht nur die Aktivitit, sondern
schafft gleichzeitig auch eine Bindestelle fiir Calcineurin. Durch dessen Rekrutierung in einen Komplex
mit HsCYPA-CsA bzw. FKBP12-FK506 wird die Phosphataseaktivitdt von Calcineurin inhibiert, sodass
das Phosphorylierungslevel der Calcineurin-Substrate ansteigt. Unter anderem ist davon auch NF-AT
betroffen, ein Transkriptionsfaktor der T-Lymphozyten. Dieser kann darauthin nicht mehr aus dem
Cytosol in den Nukleus relokalisieren, sodass die Genexpression von zahlreichen Zytokinen und
Zelloberflichenrezeptoren ausbleibt. Letztendlich bedeutet dies die Unterdrickung der Immunantwort
(Barik 2006). Aufgrund dieser Eigenschaft wurden CsA und FK506 vor allem zur Vermeidung von
AbstofBungsreaktionen in der Transplantationsmedizin verwendet. Sie finden aber auch bei Hepatitis-C-
Viruserkrankungen und Autoimmunerkrankungen wie der rheumatoiden Athritis oder dem atopischen
Ekzem Anwendung. Da durch CsA und FK506 aber starke Nebenwirkungen auftreten, wird bis heute
nach potenteren Wirkstoffen gesucht (Nath und Isakov 2015).

Parvuline kénnen anhand ihrer Substratspezifitit in zwei Klassen unterschieden werden. Einige Parvuline
sind spezifisch fiur Phospho-Serin/Threonin-Prolin Motive, wihrend andere unspezifisch gegeniiber
threm Substrat sind. Zu ersterer Klasse gehort Pinl, welches das bisher am besten untersuchte Parvulin
ist. Dieses ist unter anderem an der Zellproliferation, der Apoptose und der Proteinqualitdtskontrolle
beteiligt (Czajlik ez al. 2017).

Bei der vierten Familie der PPlasen handelt es sich um PTPAs. Diese besitzen eine PPlase Aktivitdt und
regulieren damit die Aktivitit von PP2A, einer Serin/Threonin-Phosphatase, welche an einer Vielzahl von

Signalwegen involviert ist (Jordens ef a/ 20006). Sie besitzen damit einen spezifischen Interaktionspartner
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und greifen iber diesen in Pflanzen zum Beispiel in Prozesse wie Pflanzenwachstum und -entwicklung

oder Stressantworten ein (Chen ef al. 2014).

141 CYP-Familien in Pflanzen und anderen Organismen

Nach der Entdeckung des ersten CYPs, des humanen CYPA, folgten auch bald die ersten pflanzlichen
CYP-Gene aus Tomate (Lycopersicon esculentum), Mais (Zea mays) und Raps (Brassica napus) (Gasser et al.
1990). Durch die in den letzten Jahren wachsende Anzahl an Genomsequenzen konnte die CYP-Familie
bis heute in vielen Tieren, Pflanzen, Algen, Mikroorganismen und Viren untersucht werden, wobei die
photosynthetisch aktiven Organismen die meisten Mitglieder aufweisen (Tabelle 1).

Dadurch, dass CYPs als Faltungshelfer, Chaperone und molekulare Schalter wirken kénnen, sind sie an
vielfiltigen Funktionen wie der Signalweiterleitung, Apoptose, Genexpression oder Stressantworten auf
abiotische und biotische Faktoren beteiligt. Dieses breite Spektrum an Aufgaben zeigt sich auch in
Pflanzen. Die meisten Studien zur Funktion pflanzlicher CYPs wurden mit der klassischen Modellpflanze
Arabidopsis thaliana (A. thaliana) durchgefihrt. Eine vollstindige Aufstellung der AtCYPs und ihrer bisher

entschliisselten Rollen ist in Tabelle A3 im Anhang aufgefiihrt.

Tabelle 1: Bekannte CYP-Familien in Sdugetieren, Pflanzen, Algen, Mikroorganismen und Viren.

Organismus Anzahl an CYPs  Quelle
Tiere
Caenorhabditis elegans 17 (Galat 2004)
Drosophila melanogaster 14 (Galat 2004)
Homo sapiens 19 (Galat 2004)
Pflanzen
Arabidopsis thaliana 29 (Romano e al. 2004; He et al. 2004)
Glycine max 62 (Mainali e al. 2014)
Oryza sativa 27 (Ahn ez al. 2010)
Zea mays 39 (Wang ez al. 2017)
Algen
Chlamydomonas reinbardtii 25 (Vallon 2005)
Mikroorganismen
Aspergillus fumigatus 11 (Pemberton 2006)
Aspergillus nidulans 11 (Pemberton 2006)
Candida albicans 6 (Pemberton 2000)
Candida glabrata 6 (Pemberton 2006)
Cryptococcus neoformans 13 (Pemberton 2006)
Debaryomyces hansenii 10 (Pemberton 2000)
Encephalitozoon cuniculi 2 (Pemberton 2000)
Eremothecium gossypii 8 (Pemberton 2006)
Gibberella zeae 10 (Pemberton 2000)
Kluyveromyces lactis 6 (Pemberton 2006)
Leptosphaeria maculans 12 (Singh ez al. 2014)
Neurospora crassa 9 (Pemberton 2006)
Rhizopus oryzae 16 (Pemberton 2000)
Saccharomyces cerevisiae 8 (Galat 2004)
Schizosaccharomyces pombe 9 (Galat 2004)
Ustilago maydis 9 (Pemberton 2006)
Yarrowia lipolytica 10 (Pemberton 2006)
Viren
Mimivirus 1 (Thai e al. 2008)
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Wie auch fir Organismen anderer Reiche konnte fiir Pflanzen gezeigt werden, dass CYPs in
unterschiedlichen intrazelluliren Kompartimenten wie Cytosol, Nukleus, endoplasmatischem Retikulum
(ER) und Chloroplasten vorkommen (Saito e al. 1999; Li ef al. 2007; Ingelsson ez al. 2009). Des Weiteren
sind CYPs innerhalb der Pflanze ubiquitir, da sie in allen pflanzlichen Organen wie Blatt, Blite, Wurzel
und Samen exprimiert werden und sogar im Langstreckentransportsystem Phloem nachgewiesen werden
konnten. Aufgrund ihrer Funktion als Faltungshelfer und Chaperone wird vermutet, dass CYPs im
Phloem die Rickfaltung von Proteinen nach deren Eintritt in das Phloem unterstiitzen (Schobert e a.
1998; Giavalisco ef al. 2006; Gottschalk e¢f a/. 2008; Rodriguez-Medina et a/. 2011). Zudem wurde fiir ein
CYP aus Tomate, SICYP1, postuliert, dass dieses tiber das Phloem transportiert als Signalmolekdl fiir die

pflanzliche Entwicklung dient (Spiegelman e a/. 2017).

1.4.2 Die Struktur von CYPs ist auch in Pflanzen hochkonsetrviert

Die Aktivitit der CYPs wird durch die Cyclophilin-dhnliche Domine (CLD) gestellt. Diese zeichnet sich
durch acht 3-Stringe in Form eines antiparallelen B-Zylinders und drei a-Helices aus, wobei sich je eine
o-Helix oben und unten auf dem B-Zylinder befindet. Die Bindung von Substrat und Inhibitoren wurde
besonders fiir humanes CYP A (HsCYPA) intensiv untersucht, sodass essentielle Aminosduren fir die
PPlase Aktivitit und CsA-Bindung bekannt sind (Zydowsky ¢ @/ 1992). Diese sind ebenso wie die
grundlegende Struktur aus B-Stringen und a-Helices hochkonserviert und damit auch in pflanzlichen
CYPs zu finden.

Cyclophiline kénnen je nach Betrachtungsweise in unterschiedliche Gruppen unterteilt werden. Da sich
die Mitglieder in ihrer Dominenstruktur unterscheiden, werden sie hiufig nach dieser in single-domain und
mnlti-domain Formen gegliedert. Erstere besitzen lediglich die CLD, wihrend letztere weitere Domiénen
besitzen kénnen, wie z. B. TPR-; WD40- oder RNA-bindende Dominen (Romano ef a/ 2004). Diese
Dominen sind vor allem dafiir bekannt, in Protein-Protein- oder Protein-Nukleotid-Interaktionen
beteiligt zu sein. Eine andere Moglichkeit die CYPs zu unterteilen entstammt der Entdeckung einer
zusitzlichen Schleife in C. elegans CYP-3 durch Dornan ez al. (1999). Im Gegensatz zu vielen pflanzlichen
und C. elegans CYPs besitzt HsSCYPA keinen divergent logp, woher dieser auch seinen Namen bekommen
hat. CYPs, welche den divergent loop besitzen, werden deshalb auch divergent CYPs genannt (Dornan ef al.
1999). Im Umkehrschluss werden CYPs, welche keinen divergent loop tragen, als non-divergent CYPs betitelt.
Bisher konnten CYPs aus vier verschiedenen Pflanzenarten mittels Kernspinresonanz (NMR) und
Réntgenkristallographie strukturbiologisch untersucht werden (Tabelle 2). Dabei zeigten alle Modelle die
typische, konservierte Struktur einer CLD aus 3-Stringen und a-Helices. Cat r 1, CsCYP und TaCYPA-1
sind single-domain und gleichzeitig auch divergent CYPs, wihrend das multi-domain, non-divergent AtCYP38
neben einer CLD auch noch eine Helixbiindel-Domine besitzt. CsCYP und TaCYPA-1 konnten
zusammen mit dem Inhibitor CsA kristallisiert werden, welcher héufig fiir iz vitro Aktivititsassays oder
Kristallisationsansitze verwendet wird. Strukturell betrachtet ist CsA ein zyklisches Peptid aus elf

Aminosduren. Es stammt urspringlich aus dem Pilz Tohypocladium inflatum.
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Tabelle 2: Veroffentlichte Strukturen pflanzlicher CYPs.

Organismus CYP PDBID Dominen Auflésung Veréffentlicht in
Arabidopsis thaliana AtCYP38 3RFY CLD, 2,39 A (Vasudevan et al. 2012)
Helixbiindel
Catharanthus rosens Catr 1 2MC9 CLD NMR (Ghosh ez al. 2014)
Citrus sinensis CsCYP/CsA 4]JM CLD 2,09 A (Campos e/ al. 2013)
Triticum aestivum TaCYPA-1 4E1Q CLD 1,25 A (Sekhon et al. 2013)
TaCYPA-1/CsA 4HY7 CLD 1,20 A

1.4.3 CYPs spielen eine wichtige Rolle in der humanen Virusabwehr

Im Gegensatz zu der Virusabwehr in Pflanzen, fiir welche die Rolle von CYPs noch nicht intensiv
untersucht wurde, wird fir CYPs in humanen Zellen im Zusammenhang mit Virusinfektionen eine
kritische Rolle postuliert. So konnten CYPs als beteiligt an den Infektionen durch verschiedene RNA-
Viren wie dem Hepatitis-C-Virus, dem Influenza-A-Virus sowie mehreren Flaviviren identifiziert werden.
Insbesondere humanes CYPA (HsCYPA) ist in vielfiltiger Weise involviert und kann sowohl positiv (z. B.
Hepatitis-C-Virus) als auch negativ (z. B. Influenza-A-Virus) auf die Replikation wirken. Deshalb stellen
Inhibitoren von CYPs wie CsA ein vielversprechendes Ziel fir die Entwicklung antiviraler Medikamente
dar (Dawar ¢t al. 2017). Da CYPs in vielen Organismen konserviert vorkommen und fiir sie bereits
vielfdltige Rollen demonstriert wurden, kénnten sie eine allgemeine Rolle in der Immunantwort spielen
und somit auch in der pflanzlichen Immunabwehr von Viren an Mechanismen beteiligt sein, welche bisher

noch nicht entschlisselt wurden.

1.4.4 Die Rolle von CYPs in der pflanzlichen Immunantwort

In Bezug auf biotische Stressantworten sind vor allem AtCYP18-3, AtCYP19-1 und AtCYP57 zu nennen,
welche verschiedene Mechanismen der PTI und ETI in Gang setzen. AtCYP18-3 wurde bereits in
unterschiedlichen Interaktionen mit Pathogenen identifiziert. Es bindet nicht nur virale RNA und das
virale Replikationsprotein p33 des Tomato bushy stunt virus (TBSV) (Abbildung 7A), sondern aktiviert durch
seine PPlase Aktivitit auch den durch Pseadomonas syringae (P. syringae) sekretierten Effektor AvrRpt2
(Abbildung 7B). AviRpt2 ist eine Cysteinprotease, welche nach ihrer Aktivierung RIN4, einen negativen
Regulator des pflanzlichen Immunsystems, schneidet. Der Abbau von RIN4 dient iiber die Aktivierung
von RPS2 als Signal zur Induktion der ETI (Effector triggered immunity). So inhibiert AtCYP18-3 nicht nur
die Virusreplikation, sondern setzt auch das Immunsystem nach einer bakteriellen Infektion in Gang
(Kovalev und Nagy 2013; Coaker ef al. 2005; Coaker e¢f al. 2006). Zusitzlich kann AtCYP18-3 aber auch
direkt mit RIN4 interagieren und Prolin an Position 149 isomerisieren, was als molekularer Schalter zur
Regulation der ETT dient. Dabei hilt AtCYP18-3 RIN4 in der Abwesenheit eines Effektors in der #rans-
Konformation, wodurch das RIN4 beschiitzende NB-LRR-Protein RPM1 inaktiviert vorliegt. Durch eine
pathogen-induzierte Phosphorylierung von RIN4 T166 kann die Isomerisierung verhindert werden. Die

cs-Konformation fuhrt zu einer verinderten Struktur von RIN4, welches wiederum eine Konformations-
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Abbildung 7: Pflanzliche CYPs sind an biotischen Stressantworten beteiligt. Hier sind zwei Beispiele fiir Stressoren und die
von ihnen beeinflussten AtCYPs dargestellt. Die Komplexitit der Modelle variiert stark und stellt den derzeitigen Kenntnisstand
dar. (A) Nach erfolgter TBSV-Infektion kann AtCYP18-3 das virale Replikationsprotein p33 sowie die virale RNA binden und
dadurch die Virusreplikation inhibieren. (B) Wird A. thaliana hingegen mit P. syringae infiziert, kann AtCYP18-3 iber zwei
verschiedene Wege die ETT aktivieren. Dabei ist RIN4 mit seinen assoziierten NB-LRR-Proteinen RPS2 und RPM1 das bisher
am besten beschriebene Beispiel fiir die Guard Hypothese. Im Normalzustand liegen beide NB-LRR-Proteine inaktiv vor (grauer
Kasten) und werden erst durch eine Verinderung an RIN4 aktiviert. Gleichzeitig werden durch die P. syringae Infektion auch
AtCYP19-1 und AtCYP57 stirker exprimiert, welche zur Aktivierung der PTT beitragen. Modelle verdndert nach Li ez a/ (2014),
Mukhtar ez a/l. (2016) und Pogorelko ez al. (2014).

inderung von RPM1 bedingt und dieses damit aktiviert (Li ef a/. 2014; Mukhtar ez a/. 2016). AtCYP18-3 ist
damit ein gutes Beispiel fiir eine PPlase mit multiplen Interaktionspartnern.

Auch AtCYP19-1 und AtCYP57 sind an der Abwehrreaktion von P. syringae Infektionen beteiligt. Beide
Gene werden nach einem Pathogenbefall lokal am Infektionsort exprimiert (Abbildung 7B). Fir
AtCYP19-1 wurde postuliert, dass dieses eine Akkumulierung von H2O» bewirken kénnte. Durch diesen
Teil des ROS-Signalweges wird MEKKI1 aktiviert, eine MAP-Kinase, welche eine zentrale Rolle in
pathogenabhingigen MAPK-Signalwegen spielt. AtCYP57 hingegen beeinflusst die PAD4 und SA-
abhingige WRKY33 Expression, was letztendlich zu einer Induktion der Expression von Abwehrgenen
wie PR-7 und bGS2 fihrt. Sowohl AtCYP19-1 als auch AtCYP57 beeinflussen somit das
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Transkriptionsprofil pathogenabhingiger Resistenzgene und vermitteln dadurch eine héhere Resistenz im
Sinne der PTI (Pogorelko e al 2014). Fir beide CYPs konnte bisher kein direkter Einfluss auf
Interaktionspartner nachgewiesen werden wie es z. B. fiir AtCYP18-3 beschrieben wurde und sie werden
nicht durch pathogene Effektoren stimuliert. Interessanterweise besitzt AtCYP19-1 neben seiner Rolle in
der Immunantwort auch eine Funktion in der abiotischen Stressantwort (Salzstress) und der pflanzlichen
Samenentwicklung (Yang ez al. 2009; Stangeland e a/. 2005). AtCYP19-1 ist damit beispielhaft fiir den

Einfluss eines einzelnen CYPs auf diverse Mechanismen in der Zelle.

1.5  Arabidopsis thaliana und Brassica napus als Modellorganismen

Die am weitesten verbreitete Modellpflanze in der Pflanzenforschung ist die Acker-Schmalwand,
Arabidopsis thaliana (A. thaliana). Sie zeichnet sich besonders durch eine kurze Generationszeit und geringe
GréBe, eine groB3e Anzahl an Nachkommen und die Méglichkeit zur einfachen Erzeugung von Mutanten
aus. Im Jahr 2000 wurde das 125 Mbp grofle Genom entschliisselt. Dieses stellte die erste vollstindige
Genomsequenz eciner Pflanze dar und lieferte damit ihren Beitrag zur Etablierung von A. thaliana als
Modellorganismus fir die Forschung (Arabidopsis Genome Initiative 2000). Ebenso wie viele
Nutzpflanzen gehort A. thaliana zur Familie der Kreuzblitengewichse (Brassicaceen), sodass Studien an
A. thaliana als Grundlage zur Verbesserung von Nutzpflanzen herangezogen werden kénnen. Allerdings
ist A. thaliana im Gegensatz zu vielen Nutzpflanzen diploid (27 = 10), weshalb auch einige Nutzpflanzen
in den Fokus der Forschung gertickt sind. So ist Raps (Brassica napus, B. napus) als allotetraploide (27 = 38)
Pflanze zu einem Modellorganismus fiir Studien zu evolutioniren Folgen der Polyploidisieriung geworden
(Kagale et al. 2014; Schmutzer ef a/. 2015). Ein Vorteil ist hierbei, dass B. napus ebenfalls ein Mitglied der
Brassicaceen und damit zu A. thaliana nah verwandt ist. Dies erméglicht die Ubertragung von Erkenntnissen
zwischen den beiden Organismen.

B. napus (Genom AACC) entstand vor etwa 7500 Jahren aus der Hybridisierung von Brassica rapa (AA) und
Brassica oleracea (CC). Die Genomsequenz wurde im Jahr 2014 veroffentlicht und das Genom ist im
Vergleich zu A. thaliana mit 1100 Mbp deutlich gréBer (Chalhoub e# a/. 2014). Mit einer Generationszeit
von 3-4 Monaten und einem deutlichen GréBenunterschied zu A. thaliana, lasst sich B. napus dennoch
unter recht einfachen Bedingungen im Gewichshaus anziehen und fir die Forschung nutzen. Heutzutage
ist B. napus eine wirtschaftlich bedeutende Nutzpflanze. Die Samen dienen der Gewinnung von Rapsdl als
Speisedl, Futtermittel sowie als nachwachsender Rohstoff fiir Biokraftstoff. Um die Qualitit des Ols stetig
zu verbessern und den Anbau ertragreicher zu gestalten, werden fortlaufend optimierte Sorten geziichtet
(Wittkop et al. 2009).

Des Weiteren hat sich B. #napus auch als Modellorganismus fiir die Studie von Signalen, welche tber die
Langstreckentransportsysteme systemisch in der Pflanze verbreitet werden, etabliert (Giavalisco ez a/. 2000;
Pant et al. 2008; Buhtz ef al. 2010; Kehr ez al. 2005; Ostendorp ef al. 2016). Denn im Gegensatz zu
A. thaliana kénnen aus B. napus mit einem vergleichsweise geringen Aufwand hinreichende Mengen reinen

Xylem- und Phloemexsudats gewonnen werden, was nachfolgende Analysen stark vereinfacht. Die
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Verwandtschaft von A. #haliana und B. napus bietet den Vorteil, dass Ergebnisse aus Phloemstudien an
B. napus und phinotypischen Studien von .A. thaliana-Mutanten miteinander in Kontext gesetzt werden

konnen.

1.6 Zielsetzung

Stehen Pflanzen unter Stress, setzen sie unterschiedliche Mechanismen in Gang, um sich den verinderten
Umweltfaktoren anzupassen. So besitzen sie auch gegen biotische Stressoren wie Viren vielfiltige lokale
und systemische Abwehrstrategien. Hierbei spielt das Langstreckentransportsystem Phloem eine wichtige
Rolle, indem es die Verbreitung von Signalen ermdoglicht. Allerdings kénnen auch Viren diese
Transportroute flr sich nutzen, um eine systemische Infektion voranzutreiben. Die Kenntnis und das
genaue Verstindnis solcher grundlegenden Prozesse ist entscheidend, um den Anbau wirtschaftlich
bedeutender Nutzpflanzen stetig zu optimieren.

Die Familie der CYPs liefert hier einen guten Ansatzpunkt, da diese aufgrund ihrer Aktivitdt als
Faltungshelfer und Chaperone in vielfiltige Prozesse wie Wachstum und Entwicklung aber auch
abiotischen und biotischen Stress involviert ist. Ihre Konservierung zwischen verschiedenen Organismen
und die hohe Anzahl an Mitgliedern in Pflanzen verdeutlicht diese fundamentale Rolle. Beziiglich der
Virusinfektion stehen insbesondere humane CYPs im Fokus der Forschung, da diese unterschiedliche
Interaktionen mit Viren eingehen koénnen und somit ein Ziel fir antivirale Medikamente sind.
Dementsprechend sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob CYPs in Pflanzen
eine vergleichbare Rolle spiclen. Da CYPs auch im Phloem identifiziert werden konnten, kénnten sie
zudem an der Weiterleitung von Signalen beteiligt sein oder auch direkt mit viralen Proteinen oder RNAs
interagieren. Dies ist besonders interessant, da der Mechanismus fir den Langstreckentransport von Viren
nur unzureichend untersucht ist.

Um eine Grundlage fiir Studien zur Rolle von CYPs in B. napus zu schaffen, sollte zunichst die CYP-
Familie identifiziert und charakterisiert sowie ihre Abundanz im Phloem untersucht werden. Da im
Phloem vermutlich keine Translation stattfinden kann und somit Transkriptomstudien fiir diese Studie
nicht zweckdienlich sind, boten sich hierfiir Proteomstudien an. Im Zuge dessen wurden sowohl
gelbasierte als auch chromatographische Auftrennungsmethoden mit Massenspektrometrie gekoppelt. Da
CYPs durch ihre PPlase Aktivitit charakterisiert werden und im Phloem als Faltungshelfer postuliert
wurden, sollte zudem die Moglichkeit zut ¢is/ #rans Isometisierung in Phloemexsudat getestet werden.

Fir CYPs werden multiple Funktionen und eine redundante Wirkungsweise vermutet. Um diesbeziiglich
erste Hinweise zu erhalten, sollten im Anschluss an die grundlegenden Analysen zur Proteinfamilie
einzelne Kandidaten ausgewihlt, rekombinant hergestellt sowie funktionell und strukturell untersucht
werden. Hierfiir sollte der PPlase Enzymassay zur Bestimmung der Aktivitit und Inhibierung durch CsA
sowie zwei verschiedene Methoden zur Strukturaufklirung, die Kleinwinkelréntgenstreuung und die

Réntgenstrukturanalyse, integrativ verwendet werden.
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Um einen ersten Einblick in die Rolle von CYPs wihrend der Virusinfektion zu gewinnen, sollten zwei
verschiedene Ansitze, Phloemproteom- und iz vivo Studien, verfolgt werden. Hierfiir sollte ein Virus
verwendet werden, welches weltweit ein wichtiges Pathogen von Nutzpflanzen ist und sich zudem mit den
geeigneten Modellorganismen fiir diese beiden Versuchsansitze untersuchen ldsst. All diese Kiriterien
wurden vom TuMV erfillt. Nach der TuMV-Infektion sollten Verinderungen in der Abundanz von
BnCYPs mittels Proteomstudien an B. napus Material sowohl am lokalen Infektionsort, als auch im
Transportsystem Phloem herausgearbeitet werden. Um zusitzlich 7z vivo Untersuchungen durchfithren zu
kénnen, sollten A. thaliana Mutanten charakterisiert und nach Moglichkeit in Infektionsversuchen
eingesetzt werden. Dieser Ansatz wiirde es ermdglichen, Informationen tber die Rolle der CYPs in der
Virusinfektion zu gewinnen, sodass neue Zielproteine oder Marker fir die Virusinfektion gefunden
werden kénnten. AbschlieBend ist zu sagen, dass das vollstindige Verstindnis der Mechanismen, die den
Ereignissen der Virus-Wirt-Pflanzen-Interaktion zugrunde liegen, entscheidend fir die Entwicklung neuer

Strategien zur Resistenz von Pflanzen ist.
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2 MATERIAL & METHODEN

2.1 Bioinformatische Methoden

Zur Identifizierung von Cyclophilingenen sowie deren Charakterisierung auf bioinformatischer Ebene
wurden diverse 7 silico Methoden angewendet. Diese stellten die Grundlage fir die Auswahl von

Kandidaten, aber auch fiir 7 vitro und in vivo Experimente dar.

2.11 Identifizierung von B. napus CYPs

Die Identifizierung von Brassica napus CYPs erfolgte 2015 mittels einer BLASTp Suche basierend auf
Arabidopsis thaliana CYP18-1 (At1g01940) und CYP19-1 (Az2¢16600) gegen die in der NCBI Datenbank
(http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Cootdinators 2016) hintetlegte B. #napus cv. Darmot-bzh Genomsequenz
(NCBI Datenbank: PRJEB5043, ID: 259277) (Chalhoub ez /. 2014). Die Nomenklatur orientiert sich an
jener von Romano e a/. (2004) und He ¢ a/. (2004). Demnach setzt sich der Name aus ,,BnCYP* gefolgt
von dem Molekulargewicht und im Falle mehrerer Proteine der gleichen GréBe einer fortlaufenden
Nummer zusammen. Anzumerken ist, dass das Molekulargewicht der neu synthetisierten Proteine vor
Abspaltung jeglicher Signalpeptide verwendet wurde.

Zusitzlich wurden BLASTp Suchen mit allen weiteren bekannten AtCYPs (Romano e al 2004)
durchgefiihrt, resultierten allerdings in keinen weiteren Identifizierungen. Die Aminosdure- und cDNA-
Sequenzen der B. napus cv. Darmor-bzh Cyclophilingene wurden durch das European Nucleotide Archive
(unter http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/PRJEB5043) bereitgestellt. Um ein A. #haliana Homolog fur
jedes einzelne BnCYP zu finden, wurde die jeweilige BnCYP-Aminosiduresequenz als Eingabe fir die

BLAST Suche auf UniProtKB (http://www.uniprot.org/) (UniProt Consortium 2015) verwendet.

2.1.2 Bioinformatische Charakterisierung

Alle identifizierten Proteine wurden mit InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Mitchell ez a/ 2015)
auf die Anwesenheit einer CLD und potentiell zusitzlicher Dominen hin untersucht. Multi-domain
Proteine wurden mit CorelDRAW (Corel) gezeichnet. Theoretische Parameter wie der isoelektrische
Punkt, das Molekulargewicht und der Extinktionskoeffizient wurden mit dem ExPASy Programm
ProtParam (Gasteiger ez a/. 2005) berechnet. Eine Vorhersage der subzelluldren Lokalisation konnte mit
LocTree3 (https://rostlab.org/services/loctree3/) (Goldberg et al 2014) und von nuklearen
Signalpeptiden mit dem NLS mapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi)
(Kosugi ez al. 2009) erfolgen.
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2.1.3 Sequenzvergleich

Multiple Sequenzvergleiche von Genom- oder Aminosiuresequenzen wurden mit ClustalOmega
(http:/ /www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers e al. 2011) durchgefiihrt. Fir die anschlieBende
Prisentation wurden diese mit Jalview 2.9.0b2 (Waterhouse ez a/. 2009) bearbeitet. Neben der Erstellung
einer Konsensussequenz erméglichte dies auch die Annotierung einer Sekunddrstruktur basierend auf der

Struktur von humanem CYPA (pdb 1D: 4N1M).

2.1.4 Phylogenetische Analyse und Genkartierung

Der phylogenetische Baum wurde mit ClustalW2 Phylogeny  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
phylogeny/clustalw2_phylogeny/) auf der Grundlage eines Sequenzvergleichs aller 91 Cyclophilinproteine
berechnet. AnschlieBend wurde dieser mit iTOL (http://itol.embl.de/) (Letunic und Bork 2007, 2011)
dargestellt.

Daten fir die Genkartierung stammten aus dem  Brassica  napus  Genome  Browser
(http:/ /www.genoscope.cns.fr/brassicanapus/ cgi-bin/gbrowse/colza/, Genoscope - Centre National de

Séquengage). Die bildliche Darstellung erfolgte mit CoreIDRAW (Corel).

2.1.5 Expressionsprofil und -analyse von Cyclophilingenen

Transkriptomdaten von Cyclophilingenen aus Brassica napus cv. Drakkar wurden von Khalid Amari und
Manfred Heinlein (Université de Strasbourg, CNRS, Institut de biologie moléculaire des plantes,
StraB3burg, Frankreich) zur Verfiigung gestellt. Die Methode ist in Hanhart e# a/. (2017) beschrieben.

Die Analyse differentiell exprimierter AtCYPs wurde mit dem Perturbations Tool aus Genevestigator
v0.01.05 (Hruz er al. 2008) durchgefithrt. Als Datengrundlage dienten Microarray Daten einer TuMV-
Infektionsstudie von A. thaliana (Experiment: AT-00324) (Yang et al. 2007). Als signifikante Anderungen
wurden Daten mit einem logx(Fold Change) von x = -0,58 und x = 0,58 und einer p-value Schwelle

von 0,05 angenommen.

2.2 Pflanzenbiologische Methoden

In dieser Arbeit wurden Untersuchungen an Brassica napus und Arabidopsis thaliana durchgefithrt. Die

hierfir verwendeten Linien sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

2.2.1 Anzucht

Brassica napus cv. Drakkar wurde unter kontrollierten Bedingungen im Gewichshaus in 19 cm Tépfen auf
Erde (LAT-Terra Standard P, Industrie-Erdenwerk Archut) angezogen. Hierfir wurde ein 16 h/8 h
Tag/Nacht-Zyklus mit 70 % Luftfeuchtigkeit und 22 °C (Tag) bzw. 18 °C (Nacht) verwendet.
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Tabelle 3: Verwendete Pflanzenlinien.

Name Quelle

Arabidapsis thaliana Okotyp Col-0 AG Kragler, MPI Golm, Deutschland

Arabidopsis  thaliana GABI_578C07, SALK_001615C, Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC),
SALK_024971C, SALK_028513C, SALK_049034C, Loughborough, United Kingdom

SALK_050945C, SALK_063724C, SALK_067272,
SALK_095698C, SALLK_121820C, SALK_129937C

Arabidopsis thaliana SALK_001615 und GABI_159E05 Andrea Viehhauser, AG Karl-Josef Dietz, Universitit
Bielefeld
Brassica napus cv. Drakkar AG Kehr, Universitit Hamburg

Gediingt wurden die Pflanzen mit 2 g/l Osmocote Exact Standard High K (Scotts, Niedetlande).
Arabidopsis thaliana Okotyp Col-0 wurde in 7 cm Tépfen ebenfalls auf Erde angezogen, wobei 65 % Erde
mit 25 % Sand und 10 % Blidhton versetzt wurde. Nach einer Stratifizierung bei 4 °C fiir 48 h wuchsen die

Pflanzen bei einem 16 h/8 h Tag/Nacht-Zyklus mit 50 % Luftfeuchtigkeit bei 22 °C.

2.2.2  Virusinfektion von B. napus Pflanzen

Die Virusinfektion erfolgte in Kooperation mit Khalid Amari und Manfred Heinlein (Université de
Strasbourg, CNRS) am Institut de biologie moléculaire des plantes (Strallburg, Frankreich). B. napus cv.
Drakkar Pflanzen wurden dort unter einem 16 h/8 h Tag/Nacht-Zyklus bei 22 °C/18 °C angezogen und
3 Wochen alte Pflanzen infiziert. Fir die Infektion wurde das Turmip Mosaic 1'irns (TuMV) Isolat UK1
verwendet (NCBI Accession: EF028235; UniProt ID: Q5TLCS), welches zusitzlich ein 16sliches GFP
kodiert (TuMV-GFP) (Garcia-Ruiz ez al. 2010). Zur Herstellung einer Virusloésung wurde etwa 1g
Blattmaterial in 5ml 10 mM Natriumphosphat-Puffer pH 6,5 gemorsert. AnschlieBend wurde die
Blattoberfliche mittels 7#b-Inokulation mit der Viruslésung behandelt. Fiir die Mock-Behandlung wurden
Pflanzen exakt gleich behandelt, mit dem einzigen Unterschied, dass nicht infiziertes Blattmaterial
gemorsert und in Natriumphosphat-Puffer gelost fir die sub-Inokulation verwendet wurde. Vor der
Probenahme (Blattmaterial oder Phloemexsudation) wurde die systemische Infektion anhand der GFP-

Fluoreszenz mit einer UV-Lampe (BLAK-RAY non-UV semiconductor inspection lamp, UVP) tiberpriift.

2.2.3 Gewinnung von Phloem- und Xylemexsudat

Phloemexsudat wurde kurz vor der Blite an der Infloreszenz von B. napus Pflanzen wie in Giavalisco ez al.
(2006) beschrieben gesammelt. Hierfur wurde die Infloreszenz mit Sterican® Einmalkantlen (B. Braun,
G21x1"/0 0,80 x 25 mm) punktiert. Nach Verwerfen des ersten Tropfens konnten nachfolgende
Tropfen mit einer Pipette aufgenommen und in ein Reaktionsgefil3 auf Eis Giberfithrt werden. Es wurden
jeweils mehrere Pflanzen beprobt. Nach der Beprobung wurde das Phloemexsudat bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Das Protokoll fiir die Extraktion von Xylemexsudat basiert auf Buhtz ¢7 /. (2004). Zunichst wurden 4-5

Wochen alte B. napus Pflanzen mit einer Rasierklinge 5-10 cm dber der Erde abgeschnitten. Die
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Schnittstelle wurde mit ddH>O gespiilt und anschlieBend mit einem Filterpapier getrocknet. Das
austretende Xylemexsudat mehrerer Pflanzen wurde mit einer Pipette aufgenommen und fiir die
anschlieBende Proteinfillung direkt in 90 % (v/v) Aceton, 10 % (v/v) Methanol, 10 mM DTT (siche
Abschnitt 2.5.1) gegeben. Dabei wurden 3 ml Xylemexsudat zu 7 ml Filllésung gegeben (Buhtz ez 4l
2004).

2.2.4 Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial

Fir die Proteinextraktion aus Pflanzenmaterial wurde 100 mg Blatt- oder Infloreszenzstingelmaterial in
flissigem Stickstoff gemérsert und in 800 pl 50 mM MOPS/KOH pH 7,5, 5 % Glycerol, 0,55 % PVPP,
0,5 % Nonidet P-40, 5 mM L-Ascorbinsdure, 5 mM DTT, 1x Proteaseinhibitor (cOmplete Protease
Inhibitor Cocktail, Roche), 1x Phosphataseinhibitor (PhosStop, Phosphatase Inhibitor Cocktail, Roche)
aufgenommen. Unlésliche Bestandteile wurden bei 4 °C und 14.000 x g pelletiert, sodass der Uberstand

abgenommen und fiir nachfolgende Analysen direkt weiterverwendet werden konnte.

2.2.5 Extraktion von genomischer DNA aus Pflanzenmaterial

Genomische DNA (gDNA) wurde aus Arabidopsis thaliana Okotyp Col-0 und Brassica napus cv. Drakkar
mit einem Protokoll, welches sich an eine bereits publizierte Methode anlehnt, extrahiert (Edwards ez a/.
1991). Die gesamte Extraktion wurde bei Raumtemperatur durchgefihrt. Zunichst wurden etwa 100 bis
200 mg Pflanzenmaterial in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3 mit einem Plastikst6Bel gemorsert. Nach der
Zugabe von 200 ul Extraktionspuffer (200 mM Tris/HCl pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 %
SDS) wurde der Anstz fiir 5 s gevortext und anschlieSend bei 20000 x g fir 5 min zentrifugiert. Danach
wurden 150 ul des Uberstands in 150 ul Isopropanol iiberfiihrt und die gDNA fiir mindestens 5 min bei
-20 °C prizipitiert. Mit einer anschlieBenden Zentrifugation bei 20000 x g fur 5 min konnte die gDNA
pelletiert werden. Das Pellet wurde anschlieBend mit 300 ul 80 % (v/v) Ethanol gewaschen. Hierfur
wurde der Ansatz nach Zugabe des Ethanols fiir 2 min zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet luftgetrocknet. Die gDNA wurde in 50 ul ddH20 aufgenommen und fiir 10 min

bei 50 °C und 1100 rpm inkubiert, bevor sie bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert wurde.

2.2.6 Genotypisierung von T-DNA-Insertionslinien

T-DNA-Insertionen kénnen mithilfe einer Genotypisierung verifiziert werden. Hierfur wird zunichst
gDNA benétigt, welche dann fiir eine Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt wird. Zum Nachweis des
Wildtyp- und des durch die T-DNA-Insertion verdnderten Allels wurden zwei verschiedene Primerpaare
verwendet. Das Primerpaar LP und RP erméglicht die Amplifikation des Wildtypallels, wihrend LB und
RP die T-DNA-Insertion bestitigen. Zur Kontrolle wurde die Reaktion fiir jede untersuchte Linie

zusdatzlich mit gDNA des Wildtyps A. thaliana Col-0 sowie ddH>O durchgefiihrt.
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Es wurden 10 SALK-Linien, 1 GABI-Linie sowie ein GABI Kat-Set (GABI_578C07), bestehend aus
18 Linien, untersucht (Tabelle 4). Die gDNA wurde, wie in Abschnitt 2.2.5 beschrieben, aus Blattmaterial
extrahiert. Zunichst wurde ein 10 ul PCR-Ansatz mit je 500 nM Primer 1 und Primer 2 (Tabelle 4),
200 nM dNTPs, 1,5 mM MgCl,, 2 pl gDNA und 0,25 U Taq DNA-Polymerase (AG Kehr, Universitit
Hamburg) in Taq DNA-Polymerase-Puffer mit (NH4)2SO4 (Thermo Scientific) vorbereitet. Dieser wurde
in einem T3000 Thermocycler (Biometra) erst bei 95 °C fur 180 s denaturiert. Danach wurde das folgende
Programm mit 35 Zyklen dutchlaufen: erst eine Denatutierung bei 95 °C fur 30 s, gefolgt von der
Hybridisierung der Primer bei 45 °C fiir 30 s und einer anschlieBenden Elongation bei 72 °C fiir 180 s.
Zuletzt wurde eine finale Elongation bei 72 °C fir 300 s durchgefithrt. Zur Visualisierung wurden die
PCR-Produkte auf einem Agarosegel (siche Abschnitt 2.3.2) nach ihrer GroBle elektrophoretisch

aufgetrennt.

Tabelle 4: Ubersicht der Linien und verwendeten Primer fiir die Genotypisierung von T-DNA-Insertionslinien. Die

Primersequenzen sind im Anhang in Tabelle A1 zu finden.

CYP Linie Reaktion Primer 1 Primer 2
AtCYP18-3 SALK_121820C, LP+RP SALK_121820_LP SALK_121820_RP
SALK_050945C LB+RP LBb1.3 SALK_121820_RP
AtCYP18-4 GABI_578C07 LP+RP GABI_578C07_LP GABI_578C07_RP
LB+RP 08474 GABI_578C07_RP
AtCYP19-1 SALK_063724C, LP+RP SALK_063724_1.P SALK_063724_RP
SALK_095698C LB+RP LBb1.3 SALK_063724_RP
AtCYP19-3 SALK_067272 LP+RP SALK_067272_1.P3 SALK_067272_RP3
LB+RP LBb1.3 SALK_067272_RP3
LP+RP SALK_067272_1.P4 SALK_067272_RP4
LB+RP LBb1.3 SALK_067272_RP4
AtCYP20-2 SALK_024971C LP+RP SALK_024971_LP SALK_024971_RP
LB+RP LBb1.3 SALK_024971_RP
SALK_129937C LP+RP SALK_129937_LP SALK_129937_RP
LB+RP LBb1.3 SALK_129937_RP
AtCYP20-3 SALK_001615C LP+RP SALK_001615_LP SALK_001615_RP3
LB+RP LBb1.3 SALK_001615_RP3
GABI_159E05 LP+RP GABI_159E05_LP GABI_159E05_RP
LB+RP 08474 GABI_159E05_RP
AtCYP26-2 SALK_028513C, LP+RP SALK_049034_1.P SALK_049034_RP
SALK_049034C LB+RP LBb1.3 SALK_049034_RP

2.2.7 Bestimmung der T-DNA-Insertionsstelle

Fir die Bestimmung der Lage der T-DNA-Insertion wurden die Banden der PCR-Reaktion des
Primerpaars LB und RP ausgeschnitten (Abschnitt 2.2.6), die DNA mit dem GeneJ ET Gel Extraction Kit
(Thermo Scientific) extrahiert und deren Konzentration mit dem NanoDrop One (Thermo Scientific)
bestimmt. Die extrahierte DNA wurde mit dem LB Primer (LBb1.3 fur SALK-Linien, 08474 fir GABI-
Linien) nach den Bestimmungen der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) versetzt
(5 ng/ul PCR-Produkt in 15 ul Gesamtvolumen plus 2 pl 10 pM Primer) und durch diese sequenziert. Die

Insertionsstelle konnte danach durch einen multiplen Sequenzvergleich der Sequenzierung mit der
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Gensequenz aus der Datenbank der Arabidopsis Information Resource (TAIR) (Berardini ez o/ 2015)
mithilfe des Online Tools ClustalOmega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers ez al. 2011)
identifiziert werden. Die Zeichnung der Exon-Intron-Struktur erfolgte maBistabsgetreu (50 bp = 1 mm)

mit CorelDraw (Corel).

2.2.8 Extraktion von RNA aus Pflanzenmaterial und Reverse Transkription

Zunichst wurde Gesamt-RNA aus 100 mg Blattmaterial mit dem fiir Pflanzenmaterialien adaptierten
innuPREP Plant RNA Kit (Analytik Jena) extrahiert. Die anschlieBende Reverse Transkription erfolgte

mit dem QuantiNova Reverse Transcription Kit (Qiagen).

2.2.9 Semiquantitative RT-PCR zum Nachweis der Genexpression in T-DNA-Insertionslinien

Fir die semiquantitative RT-PCR wurde 0,2 pg cDNA in einem 10 ul PCR-Ansatz eingesetzt. Die PCR
wurde mit der Taq-Polymerase wie in Abschnitt 2.2.6 vorbereitet und durchgefiihrt. Lediglich die
Temperatur fiir die Hybridisierung der Primer wurde angepasst (Tabelle 5). AnschlieBend wurden die
PCR-Produkte auf einem Agarosegel (siche Abschnitt 2.3.2) elektrophoretisch nach ihrer Grofe

aufgetrennt.

Tabelle 5: Ubersicht der Linien und verwendeten Primer fiir die semiquantitative RT-PCR. Die Primersequenzen sind im

Anhang in Tabelle A1 zu finden.

CYP Linie Primer 1 Primer 2 Temperatur (°C)

AtCYP18-3 SALK_121820C, AtCYP18-3-NH_f AtCYP18-3-NH_r 49
SALK_050945C

AtCYP19-1 SALK_063724C, AtCYP19-1-NH_f AtCYP19-1-NH_r 45
SALK_095698C

AtCYP19-3 SALK_067272 AtCYP19-3-NH_f AtCYP19-3-NH_r 48

2.3  Molekularbiologische Methoden

Fir in vitro Analysen zur Bestimmung von Funktion und Struktur eines Proteins wird hochreines,
rekombinant hergestelltes Protein benétigt. Dieses lidsst sich nach der Klonierung in einen Vektor, welcher
weitere Eigenschaften wie einen Tag fiir die spezifische Aufreinigung und eine Proteaseschnittstelle zum
Entfernen des Tags vermittelt, und anschlieBendes Einbringen in Expressionszellen herstellen. Fir die
Klonierung von Cyclophilingenen (Ubersicht der klonierten Gene in Tabelle 6) wurden daher folgende
Schritte durchgefithrt: Nach der Amplifikation des Gens von gDNA per Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) wurde dieses sowie der Vektor einem Restriktionsverdau unterzogen, welcher im Anschluss die

Ligation des Gens in den Vektor erméglichte. Die anschlieBende Transformation in kompetente . co/i
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Zellen ermdglichte die Vervielfaltigung dieses Konstrukts, sodass es wieder isoliert und via Sequenzierung

in seiner Richtigkeit bestitigt werden konnte.

2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation von Genabschnitten fiir die Klonierung

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit welcher Genabschnitte vervielfaltigt werden
kénnen, was durch das Enzym DNA-Polymerase ermdglicht wird. Die in Tabelle 6 aufgefiihrten
Cyclophilingene aus B. napus bzw. A. thaliana besitzen keine Introns, sodass die Amplifikation von gDNA
(Abschnitt 2.2.5) erfolgte. Vor der Amplifikation wurden die Gensequenzen auf ihre Codonverwendung
mit dem Graphical Codon Usage Analyser (http://gcua.schoedl.de/sequential v2.html) (Fuhrmann ez al.
2004) iberpruft.

Fir die PCR wurde ein 50 ul PCR-Ansatz mit je 500 nM Primer 1 und Primer 2 (Tabelle 6), 200 uM
dNTPs, 5 ul gDNA und 1 U Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (Thermo Scientific) in Phusion HF-
Puffer (Thermo Scientific) vorbereitet. Dieser Ansatz durchlief nun entweder eine normale oder eine
sogenannte Touch-down PCR. Die Touch-down PCR ist eine abgewandelte Form eines typischen PCR-
Programms bestehend aus mehreren Zyklen von Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation.
Hierbei wird mit einer Primerhybridisierungstemperatur 10 °C tber der optimalen Temperatur begonnen
und davon ausgehend diese in jedem Schritt 1 °C niedriger gewihlt, bis die optimale Temperatur erreicht
ist (Korbie und Mattick 2008). Die PCR wurde in einem T3000 Thermocycler (Biometra) durchgefiihrt.
Das PCR Programm ist in Tabelle 7 beschrieben. Im Vergleich hierzu ist ein normales Phusion-PCR-
Programm in Tabelle 8 aufgefithrt. Die verwendete Art der PCR ist Tabelle 6 zu entnechmen. Zur
Kontrolle wurde fiir jede Reaktion ein Ansatz mit ddH»O anstatt gDNA vorbereitet und parallel
mitgefihrt. Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarosegel (siche Abschnitt 2.3.2) elektrophoretisch
aufgetrennt, anschlieBend aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem Gene]ET Gel Extraction Kit

(Thermo Scientific) extrahiert.

Tabelle 6: Ubersicht der Gene, Primer und PCR-Bedingungen fiir die Klonierung. Die Primersequenzen sind im Anhang
in Tabelle A1 zu finden. Teilweise konnten zur Amplifikation von zwei Isoformen die gleichen Primer verwendet werden. Die

Unterscheidung der Isoformen war nur nach einer Sequenzierung moglich (Abschnitt 2.3.7).

Gen

Primer 1

Primer 2

Temp. (°C) Art der PCR

BnCYP18-2 (BnaC01g03590D) BnCYP18-2-NH_f BnCYP18-2-NH_r 61 normal
BnCYP18-3 (BnaA01g02340D) BnCYP18-2-NH_{f BnCYP18-2-NH_r 61 normal
BnCYP18-4 (BnaC03960160D) BnCYP18-4-NH_f BnCYP18-4-NH_r 66—56 Touch-down
BnCYP18-5 (BnaA09g08780D) BnCYP18-8-NH_f BnCYP18-8-NH_r 47 normal
BnCYP18-6 (BnaA06g37360D) BnCYP18-6-NH_f BnCYP18-6-NH_r 71—61 Touch-down
BnCYP18-8 (BnaC09509060D) BnCYP18-8-NH_f BnCYP18-8-NH_r 47 normal
BunCYP19-1 (BnaA09g35540D) BnCYP19-1-NH_{f BnCYP19-1-NH_r 71—61 Touch-down
AtCYP18-3 (At4g38740) AtCYP18-3-NH_f AtCYP18-3-NH_r 61 normal
AtCYP184 (A4g34870) AtCYP18-4-NH_f AtCYP18-4-NH_r 50 normal
AtCYP19-1 (A#2916600) AtCYP19-1-NH_f AtCYP19-1-NH_t 56 normal
ACYP19-3 (At3g56070) AtCYP19-3-NH_f AtCYP19-3-NH_r 61 normal
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Tabelle 7: Touch-down PCR-Programm. Die freien Stellen (unterstrichen) fiir die Primerhybridisierungstemperatur zeigen an,

dass diese je nach Produkt individuell gewihlt werden muss. Die verwendeten Temperaturen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Schritt Beschreibung Temp. (°C) Zeit (s) zuriick zu Schritt Zyklen  ATemp. (°C)

1 Denaturierung 98 30

2 Denaturierung 98 10

3 Primerhybridisierung _ 30 -1,0
4 Elongation 72 15 2 10

5 Denaturierung 98 10

6 Primerhybridisierung _ 30

7 Elongation 72 15 5 25

8 Elongation 72 5 min

Tabelle 8: Programm einer Phusion-PCR. Die verwendeten Primerhybridisierungstemperaturen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Schritt Beschreibung Temp. (°C) Zeit (s) zuriick zu Schritt Zyklen
1 Denaturierung 98 30
2 Denaturierung 98 10
3 Primerhybridisierung - 30
4 Elongation 72 15 2 35
5 Elongation 72 5 min

2.3.2 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren kénnen mit der Agarose-Gelelektrophorese in Kombination mit einem UV-sensitiven
Farbstoff einfach sichtbar gemacht werden. Fur ein Agarosegel wurde 1,5 % (w/v) Agarose in TAE-
Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsiure, 1 mM EDTA) gelost und mit 0,005 % (v/v) GelRed® (Biotium)
versetzt. Die Proben wurden mit DNA-Probenpuffer (Gel Loading Dye Purple, New England Biolabs)
versetzt, auf das Gel aufgetragen und bei 100 V fiir 1 h in TAE-Puffer nach ihrer GréBe elektrophoretisch
aufgetrennt. Zusitzlich wurde ein GréBenstandard, der GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, in der Bildbeschriftung abgekiirzt mit M), aufgetragen. Im Anschluss konnten dann die
Nukleinsduren mit dem Dokumentationssystem AG-LA140 LIAS Slite 140 (Avegene Life Science)

sichtbar gemacht werden.

2.3.3 Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation

Um die Ligation der hergestellten Genabschnitte in den pET28a+-Vektor (Novagen, Vektorkarte im
Anhang Abbildung A1) zu ermdglichen, mussten zunichst sowohl PCR-Produkt als auch Vektor mit den
Restriktionenzymen Ndel und Xhol (New England Biolabs) behandelt werden. Dazu wurden in einem
50 ul Ansatz entweder das gesamte extrahierte PCR-Produkt oder 2 pg Plasmid-DNA mit je 10 U der
Restriktionsenzyme Ndel und Xhol in CutSmart Buffer (New England Biolabs) fiir 1h bei 37 °C
inkubiert. Der Vektor wurde im Anschluss zusitzlich mit 5 U Antarctic Phosphatase (New England
Biolabs) fiir 1h bei 37 °C dephosphoryliert. Um die eingesetzen Enzyme zu Inaktivieren, wurden die

Ansitze bei 65 °C fiir 20 min (PCR-Produkt) bzw. 70 °C fiir 20 min (Vektor) inkubiert. Fur die Ligation
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wurden Vektor und Insert im Verhiltnis 1:5 eingesetzt und mit 1 U T4 DNA-Ligase (Thermo Scientific)

in insgesamt 20 ul bei 21 °C iiber Nacht ligiert.

2.3.4 Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen

Fir die Klonierung und die Proteinexpression wurden zwei verschiedene E. /i Stimme verwendet,
XL10-Gold bzw. BL21-Gold (DE3) (Tabelle 9). Zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen wurden
200 pl LB-Flissigmedium (5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 Trypton, 10 g/1 NaCl) mit drei Kolonien inokuliert
und bei 26 °C und 120 rpm tber Nacht inkubiert. Nach Erreichen einer ODgoo von etwa 0,5 wurde die
Kultur fir 10 min auf Eis inkubiert und anschlieBend bei 1200 x g bei 4 °C fiir 10 min pelletiert. Das
Pellet wurde in 64 ml eisgekithltem TB-Puffer (10 mM PIPES/KOH pH 7,0, 250 mM KCl, 15 mM CaCl,
55 mM MnCl) resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert und erneut bei 1200 x g bei 4 °C fur 10 min
pelletiert. Diese Pellets wurden in 16 ml TB-Puffer mit 7 % DMSO aufgenommen, 10 min auf Fis
inkubiert, zu je 100 ul aliquotiert und in flissigem Stickstoff eingefroren. AnschlieBend konnten die

chemisch kompetenten Zellen bei -80 °C gelagert werden.

Tabelle 9: Verwendete Bakterienstimme und deren Genotyp.

Name Genotyp Hersteller Zweck

Escherichia coli BL21-Gold (DE3) E. coli B ¥~ ompT bhsdSB~ mB-) dem* Tet' gal Agilent Proteinexpression
MDE3) endA Hte

Escherichia coli X1.10-Gold TettA(merA)183 A(merCB-hsdSMR-mr)173 end AT Agilent Klonierung

supE44 thi-1 reeAT gyrA96 relA1 lac Hte [F’
proAB lacliZAMT15 Tn10 (Tet') Amy Cam']

2.3.5 Transformation chemisch kompetenter E. coli Zellen

Rekombinante DNA, wie die in dieser Arbeit hergestellten pET28a+-Konstrukte, kann mittels
Transformation in E. ¢/ eingebracht werden. Hierfiir wurden 100 ul kompetente Zellen auf Eis aufgetaut
und dann sofort mit 2ul Ligationsansatz oder 100 ng Plasmid vermischt. Nach einer weiteren
30-miniitigen Inkubation auf Eis wurde ein Hitzeschock fir 30 s bei 42 °C durchgefiihrt und die Zellen
anschlieBend sofort wieder fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 900 pl SOC-Flissigmedium
(5 g/1 Hefeextrakt, 20 g/1 Trypton, 0,6 g/1 NaCl, 0,2 ¢/1 KCI, 20 mM Mg2*, 20 mM Glucose) wurden die
Zellen bei 37 °C und 250 rpm fur 1 h inkubiert. Diese Baktetiensuspension wurde bei 6000 x g fiir 2 min
abzentrifugiert. 800 ul des Uberstands wurden verworfen, die pelletierten Zellen in den restlichen 200 ul
resuspendiert, davon 100 ul auf LB-Festmedium (5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 Trypton, 10 g/1 NaCl, 15 g/1
Agar) mit 100 pg/ml Kanamycin ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

27



Material & Methoden

2.3.6 PCR zum Nachweis positiver E. coli Transformanten

Ob die Transformation von Plasmid-DNA in E. w/i Zellen erfolgreich war, konnte per PCR nachgewiesen
werden. Hierzu wurden zunichst einzelne Kolonien aufgenommen und in 20 ul ddH>O gel6st. Die PCR
wurde mit der Taq DNA-Polymerase dhnlich wie in Abschnitt 2.2.6 durchgefiihrt. Allerdings wurde hier
zu einem 20 pl Ansatz 2 pl der Bakteriensuspension anstatt gDNA hinzugefiigt. Als Primer wurden
T7_for und T7term_rev (siche Tabelle Al im Anhang) verwendet, welche auBlerhalb des Inserts auf dem
Vektor greifen und somit in jedem Fall ein PCR-Produkt entstehen kann. Ist die Integration des Inserts
erfolgreich verlaufen, entsteht somit ein Produkt von etwa 800-900 bp. Ist kein Insert eingebaut worden,
wird ein etwa 320bp groBles Produkt amplifiziert. Diese Primerkombination bendtigt eine
Primerhybridisierungstemperatur von 45 °C und das Produkt eine Elongationszeit von 30 s. Sowohl E. co/i

XIL.10-Gold, als auch BL21-Gold (DE3) Zellen wurden mit dieser Methode tiberpriift.

2.3.7 Plasmidisolation und -sequenzierung

Als positiv identifizierte Kolonien des Stamms FE. co/f XI.10-Gold wurden erneut auf LB-Festmedium mit
100 pg/ml Kanamycin ausgestrichen und bei 37 °C uber Nacht inkubiert, sodass davon 5ml
Flissigkulturen in LB-Medium mit ebenfalls 100 pg/ml Kanamycin angezogen werden konnten. Aus
diesen konnte die Plasmid-DNA mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific)
isoliert werden. Im Anschluss wurde diese durch die Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg,
Deutschland) sequenziert. Die Richtigkeit der Nukleotidsequenz konnte durch einen multiplen
Sequenzvergleich der Sequenzierung mit der Sequenz des Konstrukts mithilfe des Online Tools
ClustalOmega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Sievers es al. 2011) nachgewiesen werden.
Hierdurch konnten auch nahezu identische Isoformen voneinander unterschieden werden. Ob das Gen in
einem Leserahmen mit dem His-Tag liegt, konnte mit dem ExPASy Translate tool
(https://web.expasy.org/translate/) (Gasteiger ¢# al. 2005) uberprift werden. Die hergestellten Plasmid-
konstrukte sind in Tabelle 10 aufgefithrt und wurden nach ihrer Bestitigung fiir die Proteiniiberexpression

in E. coli BL21-Gold (DE3) eingebracht.

Tabelle 10: Auf dem Vektor pET28a+ basierende Plasmidkonstrukte.

Gen Name des Plasmidkonstrukts Resistenz
BnCYP18-2 (BnaC01g03590D) pET28a+-BnCYP18-2-NH 3
BnCYP18-3 (BnaA01g02340D) pET28a+-BnCYP18-3-NH

BnCYP18-4 (BnaC03960160D) pET28a+-BnCYP18-4-NH

BnCYP18-5 (BnaA09g08780D) pET28a+-BnCYP18-5-NH

BuCYP18-6 (BnaA06g37360D) pET28a+-BnCYP18-6-NH

BnCYP18-8 (BnaC09509060D) pET28a+-BnCYP18-8-NH > Kant
BuCYP19-1 (BnaA09g35540D) pET28a+-BnCYP19-1-NH

ACYP18-3 (At4g38740) pET28a+-AtCYP18-3-NH

ACYP18-4 (Arg34870) pET28a+-AtCYP18-4-NH

ACYP19-1 (Ar2g16600) pET28a+-AtCYP19-1-NH

ACYP19-3 (A13g56070) pET28a+-AtCYP19-3-NH J
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2.3.8 Herstellung von E. coli Dauerkulturen

Fur eine Dauerkultur wurden 500 ul einer Bakterienkultur, welche bei 37 °C in LB-Flissigmedium und
100 pg/ml Kanamycin bei 180 rpm tber Nacht angezogen wurde, mit 500 ul 50 % (v/v) Glycerol

vermischt und bei -80 °C eingefroren und gelagert.

2.4  Proteinbiochemische Methoden

Die Herstellung groBler Mengen an Protein bendtigt ein auf das Protein angepasstes Expressions- und
Aufreinigungsprotokoll. Essentielle Punkte sind unter anderem die Wahl eines geeigneten Affinititstags,
eines effizienten bakteriellen Expressionsstamms sowie eines optimalen Puffersystems. Dabei erméglichen
grundlegende Methoden wie die SDS-PAGE in Kombination mit einer Coomassie-Farbung oder einem
Western Blot die Visualisierung der Ergebnisse. Nach erfolgreicher Aufreinigung steht das Protein dann

tir in vitro Experimente zur Verfligung.

2.41 SDS-PAGE

Als Polyacrylamid-Gelelektrophorese ermdglicht die SDS-PAGE (Kurzform fir sodium dodecy! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) die elektrophoretische Auftrennung von Proteingemischen nach deren
Molekilmasse (Laemmli 1970). Fir alle in dieser Arbeit durchgefithrten Experimente wurde zur optimalen
Auftrennung kleiner Proteine (<30 kDa) eine 15 %-ige SDS-PAGE, bestehend aus einem 15 %-igen
Trenngel und einem 4 %-igen Sammelgel, eingesetzt (Zusammensetzung siche Tabelle 11). Vor dem
Auftragen der Proben wurden diese mit SDS-Probenpuffer (60 mM Tris/HCl pH 6,8, 2 % (w/v) SDS,
10 % Glycerol, 0,02 % Bromphenolblau, 10 mM oder 20 mM DTT (siche Abschnitt 3.3.4)) versetzt und
bei 95°C fur 5min denaturiert. Zusitzlich wurde als GroBenstandard entweder der PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific) oder der PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder (Thermo Fisher Scientific) aufgetragen (in der Bildbeschriftung mit M abgekiirzt). Der Gellauf
fand in SDS-Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,1 % SDS) bei konstanten 200 V fir etwa 60 min
in einem Mini-PROTEAN® Tetra Cell System (Bio-Rad) statt.

Tabelle 11: Zusammensetzung SDS-PAGE.

15 % Trenngel 4 % Sammelgel
30 % Actylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2,5 ml 0,34 ml
1,5 M Tris pH 8,8 1,3 ml -
1 M Tris pH 6,8 - 0,26 ml
10 % SDS 50 ul 20 wl
ddH>O 1,2 ml 1,36 ml
10 % Ammoniumpersulfat 50 wl 20 pl
TEMED 10 wl 2 ul
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2.4.2 Nachweis von Redoxzustinden mit einer denaturierenden SDS-PAGE

BnCYP18-4 und BnCYP19-1 wurden auf 0,5mg/ml verdinnt und mit 10 mM CuSO4 bei
Raumtemperatur fiir 15 min inkubiert. Die Loésung wurde aufgeteilt und unterschiedliche Mengen DTT
(0-50 mM) hinzugegeben. Nach der Zugabe von nicht-reduzierendem SDS-Probenpuffer (60 mM
Tris/HCl pH 6,8, 2% (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerol, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau) wurde ecine
Geltasche eines 15 %-igen SDS-PAGE-Gels mit jeweils 1 pg Protein beladen. Zur Kontrolle wurde

zusitzlich unbehandeltes Protein (weder oxidiert noch reduziert) aufgetragen.

2.4.3 Kolloidale Coomassie-Firbung

Im Anschluss an die SDS-PAGE koénnen die aufgetrennten Proteine tiber eine Coomassie-Firbung
sichtbar gemacht werden. Hierfir wird Coomassie Brilliant Blue G-250 in Form einer sensitiven,
kolloidalen Firbelosung eingesetzt (Kang ef a/. 2002). Zuerst wurde das Polyacrylamidgel dreimal fiir je
10 min mit ddH»O gewaschen, dann mit Firbelosung (0,02 % (w/v) Coomassie CBB G-250, 5 % (w/v)
Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat, 10 % (v/v) Ethanol, 2 % (v/v) ortho-Phosphorsiute) zwischen 2 h bis
tber Nacht inkubiert und anschlieBend wieder mit ddH>O gewaschen, um die Farbung des Hintergrunds

zu reduzieren.

2.4.4 Western Blot

Nach der elektrophoretischen Auftrennung eines Proteingemischs via SDS-PAGE kann die Detektion
eines spezifischen Proteins mittels Western Blot erfolgen. Das ungefirbte Gel wurde direkt nach der SDS-
PAGE mit ddH>O gewaschen und danach in Transferpuffer (20 mM Tris, 150 mM Glycin, 0,02 % (w/v)
SDS, 20 % (v/v) Ethanol) equilibriert. Die Immobilon®-P PVDF-Membran (PorengroBe: 0,45 um,
Merck Millipore) wurde zuerst in 100 % Ethanol p.A. aktiviert und dann wie auch das Whatman-Papier
(3 mm Chr, GE Healthcare) in Transferpuffer equilibriert. Fiir den Semi-Dry-Western Blot wurde ein
Sandwich aus folgenden Bestandteilen in einem Fastblot B64 (Biometra) aufgebaut: 5 Lagen Whatman-
Papier, PVDF-Membran, Gel, 5 Lagen Whatman-Papier. Die Ubertragung der Proteine erfolgte bei
3.5 mA/cm? mit maximal 50 V und 10 W fiir 30 min. Die PVDF-Membran wurde anschlieBend in TBS-T
(10 mM Tris/HCl pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 % (v/v) Tween-20) mit 5% Milch fur 1 h bei Raum-
temperatur geblockt. Danach wurde die Membran mit TBS-T gewaschen, bevor der primire Antikérper
(Tabelle 12) hinzugegeben und fir 1 h bei Raumtemperatur mit der Membran inkubiert wurde. Der
primire Antikérper wurde wieder abgenommen und die Membran dreimal fiir je 5 min mit TBS-T/5 %
Milch gewaschen, bevor der sekundire Antikérper hinzugegeben wurde (Tabelle 12). Nach einer
Inkubation der Membran mit dem sekundiren Antikérper von 1 h bei Raumtemperatur wurde dieser
verworfen und die Membran dreimal fiir je 5 min mit TBS-T gewaschen. Die Detektion konnte nun mit
dem Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific) und dem ChemiDoc™ Touch

Imaging System (Bio-Rad) erfolgen.
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Tabelle 12: Verwendete Antikorper. Die primiren Antikérper konnten nach dem ersten Einsatz bei -20 °C gelagert und

wiederverwendet werden.

Name Hersteller Wirt Einsatz

primire Antikérper

anti-GFP dianova Maus 1:3000 in TBS-T/5 % Milch
anti-His dianova Maus 1:10000 in TBS-T/1 % BSA
anti-PR-2 Agrisera Kaninchen 1:1000 in TBS-T/5 % Milch
anti-RbcS Agrisera Kaninchen 1:1000 in TBS-T/5 % Milch
anti-AtCYP18-3 Charles Gasser Kaninchen 1:1000 in TBS-T/5 % Milch
anti-TuMV Leibniz-Institut DSMZ GmbH Kaninchen 1:1000 in TBS-T/5 % Milch
sekundire Antikérper

anti-Mouse-HRP Jackson ImmunoResearch Ziege 1:10000 in TBS-T/5 % Milch
anti-Rabbit-HRP Jackson ImmunoResearch Ziege 1:10000 in TBS-T/5 % Milch

2.4.5 Proteiniiberexpression

Durch eine Proteiniiberexpression kénnen grofie Mengen an Protein hergestellt werden, welche dann fir
die anschlieBende Aufreinigung bereitstehen. Fir die Expression wurden mit den hergestellten
pET28a+-Konstrukten transformierte E. cw/ BL.21-Gold (DE3) Expressionszellen verwendet, welche ein
auf dem lac-Operator basierendes T7-Expressionssystem besitzen. Dieses ermdglicht die gerichtete
Transkription des in den pET28a+-Vektor eingebrachten Gens.

Zur Bestimmung der optimalen Expressionsdauer wurde zunichst ein Expressionstest durchgefiithrt. Im
ersten Schritt wurde die Bakterienkultur einer statk bewachsenen Platte 2YT-Festmedium (10 g/1
Hefeextrakt, 16 g/l Trypton, 5g/1 NaCl, 15g/l Agar) mit 100 pg/ml Kanamycin in 4 ml 2YT-
Flussigmedium (10 g/1 Hefeextrakt, 16 g/1 Trypton, 5 g/l NaCl) aufgenommen, sodass dreimal 50 ml
2YT-Flissigmedium mit 50 pg/ml Kanamycin mit 200 ul dieser Baktetiensuspension angeimpft werden
konnten. Diese Flissigkulturen wurden bei 37 °C bis zum Erreichen einer ODgoo = 1,0 inkubiert. Zur
Kontrolle wurde 1 ml Kultur abgenommen. AnschlieBend konnte die Expression mit 1 mM IPTG
(Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid) induziert werden. Nach Start der Induktion wurde je eine Kultur bei
18 °C, 24 °C und 37 °C inkubiert und bis zu 5 h nach Induktion jede Stunde 1 ml Kultur abgenommen.
Zusiatzlich wurde die Kultur tber Nacht weiter inkubiert, sodass auch nach 24h 1 ml Kultur
abgenommen werden konnten. Die 1 ml Kulturen wurden bei 4 °C und 6000 x g fiir 2 min abzentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde zunichst in 100 pl Tris-Puffer (1 M Tris/HCl pH 7,4)
gelost, dann mit 100 ul 6x SDS-Probenpuffer versetzt und bei 95 °C fir 10 min aufgekocht. Hiervon
wurden 2 pl auf eine SDS-PAGE aufgetragen.

Eine Uberexpression fiir die Proteinaufreinigung wurde in 200 ml Kulturvolumen angesetzt. Animpfen,
Inkubation und Induktion erfolgte analog wie im Expressionstest beschrieben. Abweichend davon wurde
die 400 ml Kultur mit 1,6 ml Bakteriensuspension angeimpft und nach Start der Induktion bei 37 °C fir
3 h inkubiert. Nach 3-stiindiger Induktion wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet und konnten
bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert werden. Zur Kontrolle wurden auch hier 1 ml Kulturen vor und

nach der Induktion wie im Expressionstest beschrieben abgenommen und bearbeitet.
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2.4.6 Loslichkeitstest

Um cinen optimalen Puffer fir die Proteinaufreinigung zu finden, wurde ein Léslichkeitstest
durchgefiithrt. Zunichst wurde hierfiir eine 50 ml Flissigkultur wie in Abschnitt 2.4.5 beschrieben
angeimpft, induziert und nach 3 h Expression geerntet. Ab hier wurden alle Schritte auf Eis oder bei 4 °C
durchgefihrt. Als Waschschritt wurde das Pellet in 5 ml 10 mM Tris/HCI pH 8,5, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA resuspendiert (Lindwall ez a/ 2000). Die Bakterienlésung wurde zu je 100 ul aliquotiert, bei
10000 x g fiir 2 min abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Somit standen die Pellets fiir den
Loslichkeitstest bereit. Insgesamt wurden 13 unterschiedliche Puffer getestet (aufgelistet in Abbildung 18).
Ein Pellet wurde in 300 pl Puffer mit 1 mM PMSF gelost. Zur Zelllyse wurde 0,1 mg/ml Lysozym
hinzugegeben und der Ansatz fir 60 min inkubiert. Danach wurden die Zellen zusitzlich mit dem
Bioruptor Pico (diagenode) mit 5 Zyklen aus je 30 s Puls und 30 s Pause aufgeschlossen. Danach wurden
diese bei 20000 x g fiir 20 min abzentrifugiert, sodass danach Pellet und Uberstand getrennt voneinander

mit einer SDS-PAGE analysiert werden konnten.

2.4.7 Proteinaufreinigung

Fiir verschiedene 7 vitro Experimente wie funktionelle und strukturelle Analysen wird hochreines Protein
benétigt. Dieses konnte fiir die in dieser Arbeit untersuchten pflanzlichen CYPs durch eine Kombination
von Affinitits- und GroBenausschlusschromatographie erreicht werden. Dafiir wurde das Pellet der
Expression (Abschnitt 2.4.5) zunichst in 40 ml Lysispuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,4, 300 mM NaCl,
2 mM Imidazol) resuspendiert und mit einer Tablette Proteaseinhibitor (cOmplete EDTA-free Protease
Inhibitor Cocktail, Roche) und einer Spatelspitze DNase I (AppliChem) versetzt. Der Zellaufschluss
erfolgte in zwei Schritten: Zuerst durch eine Behandlung mit 1 mg/ml Lysozym fiir 1h auf einem
Rotationsschiittler und eine darauffolgende Sonifizierung (Branson Sonifier 250) bestehend aus 8 Zyklen
zu je 30 s Puls und 20 s Pause mit 50 % Duty Cycle und Output Control = 5. Das Lysat wurde bei 43000 x g
fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand durch einen 0,45 um Filter (Filtropur S, Sarstedt) filtriert,
sodass das geklirte Lysat fir die Ni-NTA-Affinitdtschromatographie verwendet werden konnte.

Fir die Ni-NTA-Affinititschromatographie wurde eine PD10 Leersiule (GE Healthcare) mit 2 ml
Ni-NTA-Agarosegranulat (Qiagen) befillt. Dieses wurde zuerst mit ddH>O gewaschen und danach mit
Lysispuffer equilibriert. Im néchsten Schritt wurde das Lysat mit dem Agarosegranulat fiir 1 h auf einem
Rotationsschiittler inkubiert. Danach wurde der Durchlauf von der Sdule aufgenommen und diese mit
dreimal 5 ml Waschpuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,4, 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol) gewaschen
(W1-W3). Die Hiss-markierten Proteine konnten in 4 Fraktionen zu je 3 ml Elutionspuffer 1 (20 mM
Tris/HCl pH 7,4, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazol) von der Matrix eluiert werden (E1-E4). Ein letzter
Elutionsschritt mit Elutionspuffer 2 (20 mM Tris/HCI pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 M Imidazol) diente dazu,
gebundenes, verbliebenes Protein nachzuweisen (E5).

Um anschlieBend das Imidazol sowie den Hisg-Tag vor der GroBenauschlusschromatographie (size

exclusion chromatography, SEC) zu entfernen, wurde eine Dialyse durchgefiihrt. Hierfiir wurden 12 ml Eluat,
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bestehend aus den vereinigten Fraktionen E1-E4, in einem Dialyseschlauch (Spectra/Por®3,
MWCO: 3,5 kDa, Spectrum Laboratories) in 11 SEC-Puffer (20 mM Tris/HCl pH 7,4, 300 mM NaCl)
tiber Nacht dialysiert. Danach wurden 20 U Thrombin (GE Healthcare) zu dem Eluat hinzugegeben und
tber Nacht auf einem Rotationsschiittler inkubiert. Anschlieend wurde das Probenvolumen mit einem
Vivaspin 20 Konzentrator (MWCO: 10000, Sartorius) auf unter 2 ml Volumen eingeengt und auf eine mit
SEC-Puffer equilibrierte Hil.oad™ 16/600 Superdex™ 75 pg (GE Healthcate) Gelfiltrationssiule geladen.
Die SEC wurde mit der AKTAprime plus (GE Healthcare) bei einer Flussrate von 0,3 ml/min
durchgefthrt.

Um bei einem unvollstindigen Thrombinverdau geschnittenes von ungeschnittenem Protein zu trennen,
wurde abschlieBend eine weitere Ni-NTA-Affinititschromatographie, nach dem oben beschriebenen
Protokoll durchgefiihrt. Das aufgereinigte Protein befand sich danach im Durchlauf und wurde entweder
direkt verwendet (z. B. fur Strukturanalysen, sieche Abschnitt 2.6.1 und 2.6.4) oder auf 10 mg/ml mit
einem Vivaspin 20 (MWCO: 10000, Sartorius) oder Vivaspin 500 Konzentrator (MWCO: 5000, Sartorius)
aufkonzentriert, mit 5 % (v/v) Glycerol und 0,1 mM AeBSF versetzt, mit flissigem Stickstoff eingefroren
und bei -80 °C gelagert. Um die einzelnen Schritte der Aufreinigung zu prifen und zu dokumentieren,
wurde eine SDS-PAGE eingesetzt. Alle Schritte der gesamten Proteinaufreinigung wurden auf Eis oder
bei 4 °C durchgefithrt und der pH der Puffer aufgrund der Temperaturabhingigkeit des pH-Wertes von
Tris-Puffern bei 4 °C eingestellt.

2.4.8 Bestimmung der PPIase Aktivitit

Die Aktivitit einer PPlase ldsst sich mit dem von Fischer ef a/ beschriebenen, Protease-gekoppelten
PPlase Assay bestimmen (Fischer ¢z @/ 1984). Dabei kann sowohl ein Proteingemisch als auch
aufgereinigtes Protein eingesetzt werden. Dementsprechend wurden sowohl frisches Phloemexsudat
(1-10 ul) als auch rekombinant hergestellte BnCYPs und AtCYPs mit dem PPlase Assay untersucht.
Aufgereinigtes Protein wurde zuerst in Assay Puffer (35 mM HEPES pH 8,0) auf Stamml&sungen von
2,5 uM und 250 nM vorverdiinnt. Ausgehend von diesen wurde 0,5 bis 50 nM Protein eingesetzt. Nach
5-miniitiger Inkubation wurden direkt vor Start der Messung 12 uM «-Chymotrypsin (aus einer 2,4 mM
Stamml6sung, gelost in 1 mM HCI) und 80 pM Substrat (aus einer 8 mM Stammlésung) zugegeben. Die
Messung wurde gestartet, das Substrat nach 2 s zugegeben und der gesamte Ansatz fir 4 s gemixt, womit
dann das Gesamtvolumen von 1 ml erreicht wurde. Als Substrat wurde N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-
p-Nitroanilid (Suc-AAPF-pNA) in 470 mM LiCl und 100 % 2,2,2-Trifluorethanol gelést (Kofron ef 4.
1991). Die Absorption wurde bei 390 nm mit einem Intervall von 2's fiir insgesamt 300 s aufgezeichnet.
Der gesamte Versuch wurde bei 4 °C durchgefiihrt. Fir jede Proteinkonzentration wurden 3 Replikate
aufgenommen. Die Daten wurden mit der Reaktionsgleichung 1. Ordnung y =y + ae* (mit £ als
beobachtete Ratenkonstante £os) angendhert. Die Ratenkonstante der katalysierten Isomerisierungs-
reaktion (Risomersse) konnte durch die Subtraktion von Ay von Ao bestimmt werden (mit 4o als

Ratenkonstante der spontanen, unkatalysierten ¢/s/ frans-Isomerisierungsreaktion). Diese Daten wurden
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gegen die Proteinkonzentration aufgetragen und mit einer linearen Regression angendhert, bei welcher die
Steigung der katalytischen Aktivitit &c../Km entspricht.

Um die Inhibierung der PPlase Aktivitit durch CsA zu bestimmen, wurde der PPlase Assay leicht
modifiziert. Die Proteinkonzentration wurde mit 5 nM konstant gehalten. Die CsA Konzentration wurde
hingegen von 0 bis 1000 nM variiert. 10 mM CsA (Sigma-Aldrich) wurde in 100 % DMSO angesetzt und
ebenfalls mit 100 % DMSO zu geeigneten Stammlésungen verdiinnt. Nach der Zugabe von CsA zum
Ansatz wurde nach Bedarf 100 %-iges DMSO hinzugefiigt, um dessen Anteil bei allen Messungen mit
0,1 % konstant zu halten. Der Ansatz wurde anschlieBend fir 5 min inkubiert, bevor die Reaktion wie
oben beschrieben gestartet wurde. Da die PPlase Aktivitit ohne CsA der maximalen Aktivitit ()
entspricht, konnte die Inhibierung mit y = (Bmax- Arsomerase)/ £max  betechnet und gegen die CsA-
Konzentration aufgetragen werden. Nach logarithmieren der x-Achse ergab sich damit ein Graph mit
sigmoidalem Kurvenvetlauf, dessen Datenpunkte mit y = A, + (A2 - Ay) /(1 + (x/x0)?) angenihert werden

konnten, um den ICs zu bestimmen.

2.5 Proteomanalytische Methoden

Uber Methoden zur Analyse des gesamten Proteoms kénnen auch Erkenntnisse iiber einzelne
Kandidatenproteine gewonnen werden. Dementsprechend wurden aus unterschiedlichen Proben Proteine
extrahiert oder gefillt, ihre Proteinkonzentration bestimmt und die Zusammensetzung pet
Gelelektrophorese  oder  Flissigchromatographie  zundchst — aufgetrennt  und  anschlieBend

massenspektrometrisch ausgewertet.

2.5.1 Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bradford

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration von Proteinextrakten wurde der Bio-Rad Protein Assay
(Bio-Rad) verwendet, welcher auf dem kolorimetrischen Bradford Assay basiert (Bradford 1976). Dieser
wurde zur Bestimmung geringer Proteinkonzentrationen mit einer Standardreihe von 0 bis 10 pg/ml BSA

nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die Absorption bei 595 nm gemessen.

2.5.2 Proteinprazipitation

Fur die Fillung von Proteinen wurde 90 % (v/v) Aceton, 10 % (v/v) Methanol, 10 mM DTT zu einer
Proteinldsung im Verhiltnis 1:4 (Proteinlésung:Filllésung) gegeben und die Proteine bei -20 °C tber
Nacht prizipitiert. Am nichsten Tag konnte das Prizipitat bei 4 °C und 14.000 x g fiir 15 min pelletiert
werden. Das Pellet wurde zweimal mit 100 % Aceton gewaschen, danach luftgetrocknet und anschlieend

bei -80 °C gelagert.
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2.5.3 2D-Gelelektrophorese

Die 2D-Gelelektrophorese, welche aus zwei Schritten, einer isoelektrischen Fokussierung und einer
nachfolgenden SDS-PAGE, besteht, ermdglichte eine gelbasierte Analyse des Phloem- und
Blattproteoms. Fiir die Vorbereitung der Phloemproben wurden Proteine aus 500 bis 600 ul
Phloemexsudat (Abschnitt 2.2.3) gefillt (Abschnitt 2.5.2). Im Vergleich dazu wurden aus den Blattproben
zuerst Proteine aus 200 mg Blattmaterial extrahiert (Abschnitt 2.2.4) und anschlieBend ebenfalls mit der
Aceton/Methanol/DTT-Fillung prizipitiert. Danach wurden die erhaltenen Proteinpellets beider Proben
in 100 pl (Phloem) bzw. 400 ul (Blatt) Resuspensionspuffer (50 mM MOPS/KOH pH 7,5, 0,5 % Nonidet
P-40, 5mM DTT, 1x Proteaseinhibitor (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail, Roche)) aufgenommen.
Eine zweite Prizipitation wurde mit dem 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare) nach der Anleitung des
Herstellers durchgefiihrt und die hierbei erhaltenen Proteinpellets in jeweils 20 pl Rehydratisierungspuffer
(7 M Urea, 2 M Thiourea, 4 % CHAPS) gelést. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration mit dem 2-D
Quant Kit (GE Healthcare) wurden fir die Rehydratisierung der Immobiline DryStrip IPG-S#ips
(pH 3-10, 7cm, GE Healthcare) 100 pug Phloem- bzw. 200ug Blattprobe eingesetzt. Die
Rehydratisierungslosung setzte sich aus der Probe in Rehydratisierungspuffer, 1 mM DTT und 1,3 pl IPG-
Puffer pH 3-10 (GE Healthcare) zusammen und wurde mit DeStreak Reagent (GE Healthcare) auf ein
Gesamtvolumen von 130 ul aufgeftllt. Die Rehydratisierung der S#ips erfolgte bei Raumtemperatur fiir
16-20 h in einer Immobiline DryStrip IPGbox (GE Healthcare). Fir die isoelektrische Fokussierung
wurden die $77ps entsprechend der Anleitung des Ettan IPGphor3 (GE Healthcare) in ein Keramiktray
eingesetzt und mit Mineraldl (Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare) tberschichtet. Das
Programm der isoelektrischen Fokussierung bestand aus mehreren Schritten (siehe Tabelle 13). Zusitzlich
wurde die elektrische Stromstirke auf 50 pA/S#7p begrenzt. Nach der isoelektrischen Fokussierung
konnten die S#ips bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

Fir die Vorbereitung der S#ips tiir die SDS-PAGE wurden diese zundchst in jeweils 3 ml 6 M Urea,
75 mM Tris/HCl pH 8,8, 29,3 % (v/v) Glycerol, 2% (w/v) SDS, 0,002 % (w/v) Bromphenolblau,
15 mM DTT auf einem Wippschiittler im Dunkeln fiir 15 min equilibriert. Nach dem Waschen mit
ddH>O wurden die S#7ps dann in jeweils 3 ml 6 M Urea, 75 mM Tris/HCI pH 8,8, 29,3 % (v/v) Glycerol,
2% (w/v) SDS, 0,002 % (w/v) Bromphenolblau, 15 mM Iodacetamid auf einem Wippschittler im
Dunkeln fiir 15 min inkubiert. Zuletzt wurden die S#7ps einmal mit SDS-Laufpuffer gespiilt, bevor sie mit
Agarose (0,5 % Agarose und 0,002 % (w/v) Bromphenolblau in SDS-Laufpuffer) auf einer 15 %-igen
SDS-PAGE fixiert wurden und die SDS-PAGE wie bereits beschrieben durchgefithrt wurde (Abschnitt
2.4.1).

Tabelle 13: Programm der isoelektrischen Fokussierung.

Schritt Modus  Spannung (V) Vh

1 Step 300 1000
2 Gradient 1000 300

3 Gradient 5000 4500
4 Step 5000 2000
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2.5.4 MALDI-TOF Massenspektrometrie

Mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie kénnen Proteine anhand der Peptide Mass Fingerprint Methode
identifiziert werden. Dazu wurde eine Proteinbande, bzw. ein Spoz, aus einem SDS-PAGE Gel
ausgestochen und in ein silikonisiertes Reaktionsgefi3 (Protein LoBind Tubes, Eppendorf) Gberfithrt. Das
Gelstiick wurde mit 50 mM NH4HCO; fiir 5 min gewaschen. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das
Gelstiick mit einer Losung aus 50 % (v/v) Acetonitril und 50 % (v/v) 50 mM NH4sHCO; fiir etwa 30 bis
60 min entfirbt. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Gelstiick in 100 % Acetonitril fiir
10 min dehydriert. Nach Entfernen des Acetonitrils wurde das Gelstick an der Luft getrocknet.
AnschlieBend wurde ein In-Gel Trypsinverdau mit 0,01 pg/ul Trypsin (Promega) in 50 mM NH4HCO:;
zunichst fiir 20 min bei Raumtemperatur angesetzt, bevor weitere 20 pl 50 mM NH4HCO3 hinzugegeben
und der Trypsinverdau fir 4 h bis tiber Nacht bei 37 °C vollzogen werden konnte.

Fir den Probenauftrag auf ein AnchorChip 600-384 Target (Bruker) wurde zunichst 2 ul TA30 (30 %
Acetonitril, 70 % ddH.O, 0,1 % Trifluoressigsiure) aufgetragen. Hierzu wurde 1 ul Probe gegeben.
Zusitzlich wurde ein Peptidstandard (Peptide Calibration Standard, Bruker) aufgetragen. Nachdem die
Probe bzw. der Peptidstandard getrocknet waren, wurden diese mit 1 pl HCCA-Matrix (alpha-cyano-4-
hydroxycinnamic acid, 10 mg in 1 ml T'A30) tGberschichtet. AnschlieBend konnten die Proben mit dem
Ultraflex III MALDI-TOF-TOF Massenspektrometer (Bruker) im linearen, positiven Reflektormodus
analysiert werden. Nach Kalibrierung mithilfe des Peptidstandards wurden Spektren in einem Messbereich
von 600 bis 4000 Da mit einer Laserintensitdt von 20 % und 2000-3000 Shots aufgenommen.

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit mMass (Niedermeyer und Strohalm 2012). Nach der Auswahl
der Signale konnten diese im Sinne der Pepride Mass Fingerprint Methode den BnCYP-Isoformen
zugeordnet werden. Hierfiir wurden die Aminosiduresequenzen der BnCYPs im Programm theoretisch
verdaut und die erhaltene Signalliste mit den ausgewihlten Signalen abgeglichen. Dabei wurden zusitzlich
variable Modifikationen wie eine Oxidation an Methionin, eine Carbamidomethylierung an Cystein oder
eine Phosphorylierung an Serin, Threonin oder Tyrosin genutzt sowie eine Toleranz von 0,5 Da und ein
Miscleavage von 2. Fir signifikant identifizierte Proteine wurde eine Sequenzabdeckung von mindestens
40 % sowie die Zuordnung von mindestens 5 Peptiden erwartet. Wurden diese Kriterien nur mit der
Phosphorylierung als zusitzlicher variabler Modifikation erreicht, wurde auch das Ergebnis ohne
Phosphorylierung dargestellt. Konnte ein Protein unter diesen Bedingungen erfolgreich identifiziert

werden, so werden zum Vergleich auch die Ergebnisse der Isoformen prisentiert.

2.5.5 Proteomanalysen mittels LC-MS/MS

LC-MS/MS-Analysen kombinieren eine Flussigchromatographie mit einer anschlieBenden massen-
spektrometrischen Messung. Zur Untersuchung des Blatt- und Phloemproteoms per LC-MS/MS wurden
mehrere Proben bearbeitet (Blatt n = 3, Phloem n = 4). Hierfiir wurde zunidchst Gesamtprotein wie in
Abschnitt 2.2.3, 2.2.4 und 2.5.2 beschrieben extrahiert und prizipitiert. Die anschlieBende Proben-

vorbereitung, LC-MS/MS-Messungen und Datenprozessierung mit Progenesis QI for proteomics

36



Material & Methoden

(Progenesis QI for Proteomics Version 3.0, Nonlinear Dynamics, Newcastle, UK) wurden von Krzysztof
Bajdzienko und Patrick Giavalisco (Max-Planck-Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Potsdam)
durchgefiihrt und sind ausfithrlich in Hanhart e# a/. (2017) beschrieben.

Fir die Auswertung der Daten zur Virusinfektion wurden die Abundanzen der Replikate zunichst nach
dem Koeffizienten der Varianz (CV = Standardabweichung/Mittelwert) gefiltert. AnschlieBend wurden
die Daten mit MetaboAnalyst 4.0 (Chong ez a/ 2018) ausgewertet. Hierfiir wurden die Daten log-
transformiert, mittels Pareto-Skalierung skaliert und es wurde eine PCA-Analyse durchgefiihrt. Danach
wurden die Fold Changes (TuMV/Mock) und p-values berechnet, aus welchen in OriginPro 2016

(OriginLab Corporation) mit der Volcano Plot App ein Volcano Plot erstellt werden konnte.

2.6  Strukturbiologische Methoden

Um grundlegende Prozesse zu untersuchen ist es essentiell, einen Blick auf die Struktur einzelner
Bestandteile zu werfen. Im tbertragenen Sinn bedeutet dies fiir die Molekularbiologie, dass durch die
Betrachtung von Makromolekiilen auf struktureller Ebene ein Riickschluss auf die Funktion gezogen
werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurden dafiir zwei verschiedene Methoden eingesetzt. Die
Rontgenstrukturanalyse, welche Informationen aus einem starren Proteinkristall gewinnt, sowie die
Kleinwinkelrontgenstreuung (swall-angle x-ray scattering, SAXS), bei welcher Makromolekille in Lésung

betrachtet werden konnen.

2.6.1 Probenvorbereitung fiir Kleinwinkelréntgenstreuungsexperimente

Fir die strukturelle Untersuchung in Losung wurden BnCYP18-4, BnCYP18-5, BnCYP19-1 und
AtCYP19-3 ausgewihlt. Die Proteine wurden wie in Abschnitt 2.4.5 und 2.4.7 beschrieben exprimiert und
aufgereinigt und befanden sich demnach in 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 300 mM NaCl. Im Anschluss an die
Aufreinigung wurden die Proteine mit 0,1 mM AeBSF und 2 mM DTT versetzt und mit Vivaspin 20 und
Vivaspin 500 Konzentratoren (MWCO: 5000, Sartorius) aufkonzentriert. Wihrenddessen wurde die
Proteinkonzentration mehrmals durch Absorptionsmessungen bei 280 nm mit dem NanoDrop One
(Thermo Scientific) bestimmt und Proben bei etwa 1, 2, 5 und 10 mg/ml abgenommen. Der Durchlauf
der Konzentratoren wurde aufgefangen und ebenfalls fir Kleinwinkelréntgenstreuungsexperimente

genutzt,

2.6.2 Dynamische Lichtstreuung

Mit der dynamischen Lichtstreuung (DLS) kann die GroBenverteilung von Partikeln in Lésung bestimmt
werden. Dementsprechend wurde die Dispersitit aufgereinigter CYPs mittels DLS untersucht. Hierfiir
wurde die Proteinprobe zunichst bei 20000 x g und 4 °C fiir 30 min abzentrifugiert. AnschlieBend wurden

15 pl der Proteinlésung mit dem Spectrolight 300 (Xtal Concepts) in einer Quartzkiivette bei 660 nm
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gemessen und die Streuintensitdt bei 90° fur 20 s nach Herstellerangaben aufgenommen. Die Messung

wurde 20-mal wiederholt. Die Auswertung erfolgte automatisiert durch die geriteeigene Software.

2.6.3 Kleinwinkelrontgenstreuung

Die Kleinwinkelrontgenstreuung (SAXS) bietet die Mdoglichkeit, Verinderungen in der dufleren Form
eines Komplexes zu untersuchen. Da Proteine hierfiir in Lsung gemessen werden, kénnen aullerdem
flexible Bereiche untersucht werden. Wichtig fiir diese Messungen ist, dass es zu jeder Probe einen
identischen Puffer gibt, da dessen Streudaten im Zuge der Datenauswertung von den Streudaten der
Probe subtrahiert werden (siche Probenvorbereitung Abschnitt 2.6.1).

Die SAXS Aufnahmen wurden an der EMBL Messstation P12 am Speicherring PETRA III (DESY,
Hamburg) durchgefiihrt. Die Parameter der Datenaufnahme sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Fur die
Aufnahme der Streudaten wurde ein 2D Photonen-zihlender Pilatus 2 M Pixel Detektor (Dectris) mit
einem Impulstibertragungsbereich von 0,03 nm" < s < 4,8 nm'! (s = 4nsind/A, mit 20 als Streuwinkel und
A als Wellenldnge der Strahlung) verwendet. Sofern moglich wurden CYPs mit bis zu vier verschiedenen
Proteinkonzentrationen zwischen 1 und 8 mg/ ml eingesetzt. Zusitzlich wurde 5 mg/ ml Rinderserum-
albumin (BSA) in 50 mM HEPES pH 7,5 gemessen, um die gesamte Messreihe zu kalibrieren und den
Versuchsaufbau zu prifen. Direkt vor der Messung wurden alle Proben bei 20000 x ¢ und 4 °C fir
mindestens 20 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden sowohl die Proteinlésungen, als auch die
dazugehorigen Puffer als Referenz abwechselnd den Rontgenstrahlen ausgesetzt (Reihenfolge Puffer-
Probe-Puffer), fir jeweils 20 Expositionen von je 45 ms. Die Puffermessungen vor und nach jeder Probe
sind fiir die Subtraktion des Puffersignals vom Gesamtsignal der Probe notwendig. Die Prozessierung und
damit Datenreduktion der Rohdaten aus den Aufnahmen in ein eindimensionales Streuintensititsprofil
(I(s) vs. 9) erfolgte automatisiert mit der an der Messstation etablierten Software SASFLOW (Franke ez al.
2012)). Auch wurde hierbei die gemessene Intensitidt mit purem H>O als Referenz auf eine absolute Skala
gesetzt. Im Anschluss wurden die Streuintensititen jeder Messung aus den 20 Einzelexpositionen gemittelt
und die Streuamplitude des Referenzpuffers von der Streuamplitude der Probenlésung subtrahiert. Die
entstandenen Kurven wurden mit PRIMUSqt (Franke er a/ 2017) weiter prozessiert, wobei die
Auswertung auf Grundlage der hochsten gemessenen Konzentration (3,1 mg/ml BnCYP18-4, 4,2 mg/ml
BnCYP18-5, 7,1 mg/ml BnCYP19-1, 7,7 mg/ml AtCYP19-3) durchgefiihrt wurde. Mit dem in
PRIMUSQT implementierten AUTORG konnte tiber die Guinier-Anniherung der R, und mit GNOM
anhand der Verteilungsfunktion des Partikelabstands (P(r)-Funktion) die maximale Distanz (Dmay)
bestimmt werden. Mit der Guinier-Anndherung und der P(r)-Funktion konnte auch I(0) bestimmt werden,

aus welcher mit

MWgsa
[O)gs4
das MWy des Proteins berechnet wurde (mit MWssa = Molekulargewicht von BSA (66,2 kDa) und

MW ;) =1(0)

I(0)psa = Vorwirtsstreuung der BSA-Messung).

38



Material & Methoden

Im Anschluss wurde DAMMIF online (Franke und Svergun 2009) ausgefithrt, mit welchem fiir jedes
Protein 20 ab initio Modelle generiert wurden. Im Rahmen von DAMMIF online werden SUPCOMB und
DAMSEL ausgefiihrt, welche die normalisierte riumliche Abweichung (nommalised spatial discrepancy, kurz
NSD) der 20 Modelle berechnen und Ausreiller entfernen. Dadurch wird die Auswahl des
wahrscheinlichsten Modells erméglicht und ein Mal3 fiir die Qualitidt der Modelle geliefert (Franke ef .
2017). Den Vergleich zwischen Proteinen in Lésung mit deren Kristalldaten ermdglichte CRYSOL online
(Svergun et al. 1995). CRYSOL berechnet daftir Streudaten aus hochaufgeldsten Kristallstrukturen und
vergleicht diese mit den experimentellen Streudaten. Dabei gibt »? an, wie passend die Anniherung der
berechneten Kurve an die experimentellen Streudaten ist. Ein Modell, welches die Daten gut annihert, hat
einen y>Wert von etwa 1. Lag keine Kristallstruktur vor, wurde diese mit I'-TASSER basierend auf einer

homologen Kiristallstruktur berechnet (Abschnitt 2.6.5).

Tabelle 14: SAXS Parameter der Datengewinnung und Prozessierung.

Datengewinnung

Messstation EMBL Messstation P12, PETRA III, DESY (Blanchet ¢# a/. 2015)
Wellenlinge (nm) 0,124

Probe-zu-Detektor Distanz (m) 3,1

s-Bereich (nm™) 0,03-4.,8

Expositionszeit (s) 0,05 X 20

Konzentrationsteihe (mg/ml) 1-8

Temperatur (°C) 10 °C

Verwendete Software

Erste Datenreduktion und -prozessierung SASFLOW Pipeline (Franke ez al. 2012)

Guinier, P(r) PRIMUSqt aus ATSAS 2.8.3 (Franke ¢ a/. 2017)
Ab initio Modell DAMMIF (Franke und Svergun 2009)

Rigid body Modell I-TASSER (Yang ez al. 2015)

Vergleich mit Kristalldaten CRYSOL (Svergun ez al. 1995)

Prisentation von 3D-Modellen PyMOL (Schrédinger)

2.6.4 Proteinkristallisation und Réntgenstrukturanalyse

Die Versuche zur Proteinkristallisation und Rontgenstrukturanalyse wurden in Kooperation mit Marcel
Garbe (AG Kehr, Universitit Hamburg) und Sven Falke (AG Betzel, Universitit Hamburg) durchgefiihrt.
Zunichst wurden mehrere kommerziell erhiltliche Kristallisationstests mit der sitting drop vapor diffusion
Kristallisationstechnik durchgefithrt: JCSG-p/us™ HT-96 (Molecular Dimensions), AmSOy Suite (Qiagen)
sowie Morpheus® HT-96 (Molecular Dimensions). In diesen wurden in unterschiedlichen Ansitzen
5-25 mg/ml Protein eingesetzt und teilweise CsA (Sigma-Aldrich oder Novartis) hinzugegeben. Die
Ansitze konnten im Hochdurchsatz mit einem Honeybee 961 Kristallisationsroboter (Genomic Solutions)
pipettiert werden. AnschlieBend wurden die Platten fiir mehrere Wochen bei 20 °C inkubiert.

Fir die erfolgreiche Kiristallisation von BnCYP19-1 wurde CsA (Sigma-Aldrich) in 100 % DMSO gel6st
und wie in Campos ¢ al. (2013) beschrieben in einem molaren Verhiltnis von 2:1 (CsA:Protein) zu

10 mg/ml BnCYP19-1 gegeben. Der Cyclophilin:CsA Komplex wurde vor dem Einsatz fir die
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Kristallisation zentrifugiert. Die fir die Kristallisation erfolgreiche Reservoirlésung bestand aus 2,4 M
Natriummalonat pH 7,0. Innerhalb von 3 Wochen waren Kiristalle sichtbar, welche durch die langsame
Zugabe von Glycerol bis zu einer Endkonzentration von 12 % (v/v) kryokonserviert wurden, sodass aus
diesen an der EMBL Messstation P14 am PETRA III (DESY, Hamburg) Beugungsdaten gewonnen
werden konnten. Die Daten wurden mit einer Réntgenstrahlwellenlinge von 1,0332 A von einem auf
einer Schlaufe (MiTeGen micromesh, 400 um Durchmesser und 25 pm Maschenweite) fixierten Kiristall
bei -173 °C gewonnen. Hierfir wurde ein einzelner Kristall dem Rontgenstrahl ausgesetzt und mit einem
Rotationsschritt von 0,1° gedreht, sodass bei jedem Rotationsschritt ein Diffraktionsbild aufgenommen
werden konnte. Insgesamt konnten so 3600 Diffraktionsbilder aufgenommen werden.

Fir die Datenprozessierung wurden zunidchst Raumgruppe und Parameter der Elementarzelle mit
IMOSFLM bestimmt (Battye ez /. 2011). Danach wurden die Beugungsdaten mittels SCALA, einem
Bestandteil der CCP4 suite, reduziert und skaliert (Winn ez /. 2011). AnschlieBend wurde die resultierende
mtz-Datei mit dem Programm FREEFLAG in eine einzigartige mtz-Datei konvertiert (Brunger 1992).

Der Proteindatenbankeintrag von CsCYP (PDB ID: 4]JJM) lieferte die Phaseninformation fiir den

Tabelle 15: Datengewinnungs- und Verfeinerungskriterien. Die folgenden Kriterien wurden fiir die Auswertung der
Beugungsdaten verwendet. Es wurden Beugungsdaten eines einzelnen Kristalls fiir die Datenprozessierung verwendet. Die

Zahlen in Klammern beziehen sich auf die auB3ere Hiille.

Datengewinnung

Messstation EMBL Messstation P14, PETRA III, DESY

Wellenlinge (A) 1,0332

Parameter der Elementarzelle (A/O) a = 86,58, b = 86,58, c = 119,52
a=90,8=90,y=90

Raumgruppe 14,22

Auflésung A) 70,12-1,98 (2,08-1,98)

Gesamtanzahl der Reflexionen 90890

Anzahl an einzigartigen Reflexionen 16197

Redundanz 5,6 (5,9)

Vollstindigkeit (%0) 99,9 (98,3)

Losemittelgehalt (%) 59,9

Rimerge 10,1 (46,0)

1/ o(]) 9,2 (3,59)

CCiy2 99,7 (89,3)

Verfeinerung

R (%) 19,8

Réeei (%0) 235

Anzahl der Proteinatome 1279

Anzahl der Wassermolekile 50

Anzahl an Liganden 3

Anzahl an Ligandenatomen 93

B-Faktor Protein 32,83

B-Faktor Wasser 31,08

B-Faktor CsA/Malonat/Ion 32,23/52,92/33,73

R.m.s.d. Bindungslinge 0,018

R.m.s.d. Bindungswinkel 2,011

Ramachandran Plot

Bevorzugte Region 95,8 %

Erlaubte Region 4.2 %

Ausreiller 0%
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molekularen Austausch (molecular replacement), sodass die initialen Atomkoordinaten zunidchst mit
MOLREP berechnet (Vagin und Teplyakov 1997) und anschlieBend fiir iterative Verbesserungen mit
REFMAC verwendet werden konnten (Murshudov e al 1997). Des Weiteren wurden manuelle
Verbesserungen mit COOT durchgefihrt (Emsley und Cowtan 2004). Zuletzt wurden die Qualitdt der
Verbesserungen sowie die Koordinaten mit PROCHECK (Laskowski ¢7 @/ 1993) und dem REDO Server
(Joosten et al. 2014) tberprift. Die Bindestellen fiir Magnesium, Malonat und CsA wurden tiber PDBsum
(Laskowski ez al 2018) ermittelt. Zusitzlich wurde die Metallbindestelle mit CMM (CheckMyMetal,
https://csgid.org/csgid/metal_sites) validiert (Zheng ez a/. 2017). Die Daten der Prozessierung sind in

Tabelle 15 zusammengefasst.

2.6.5 Erstellung von Homologiemodellen und Darstellung der Strukturen

Die Tertidrstruktur von B. napus und A. thaliana Cyclophilinen wurde auf Grundlage der BnCYP19-1
Kristallstruktur mit SWISS-MODEL (Biasini e a/. 2014; Bienert ef o/ 2017) modelliert. Zum Vergleich
wurde auch I-TASSER (Yang ¢f al 2015) ausgefithrt. Die I-TASSER Modelle wurden auch fiir den
Vergleich mit den ab initio Oberflichenmodellen verwendet. Die Darstellung der Modelle erfolgte mit

PyMOL (Schrodinger).
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3 ERGEBNISSE & DISKUSSION

Wihrend die Familie pflanzlicher CYPs aus der Modellpflanze .A. #haliana sowie den Nutzpflanzen Glycine
max (Soya), Oryza sativa (Reis) und Zea mays (Mais) bereits beschrieben wurde (Romano ¢# a/. 2004; He et al.
2004; Mainali ez al. 2014; Ahn et al. 2010; Wang ef al. 2017), war Gber die CYP-Familie aus B. #apus (Raps)
noch nichts bekannt. In dieser Arbeit werden zunichst bioinformatische Untersuchungen vorgestellt,
welche zur Identifizierung und Charakterisierung der CYP-Familie aus B. #apus fithrten. Zudem konnten
einzelne Mitglieder in den pflanzlichen Kompartimenten Blatt und Phloem identifiziert werden, sodass
basierend auf diesen Erkenntnissen Kandidaten fir funktionelle und strukturelle Untersuchungen
ausgewihlt werden konnten. AnschlieBend wurden Versuche zur Entschlisselung des Einflusses von

CYPs auf die Virusinfektion durchgefithrt. Die Ergebnisse werden im Folgenden prisentiert.

31 Die B. napus Cyclophilinfamilie

Um putative Mitglieder der Proteinfamilie der B. #apus CYPs zu identifizieren, wurden BLASTp Suchen
mit den bereits bekannten AtCYPs durchgefiihrt. Hierbei konnten 94 Gene identifiziert werden. Dabei
gibt es drei Fille, in welchen je zwel Gene ein identisches Protein kodieren (siche Abschnitt 3.1.3), sodass
insgesamt 91 unterschiedliche CYP-Proteine entdeckt wurden. Damit besitzt B. #apus die bisher groBte
CYP-Familie. Die BnCYPs sind mit Gennamen, GenBank Nummer, Molekulargewicht, Gesamtlinge,
vorhergesagten Dominen, isoelektrischem Punkt und Exons im Anhang in Tabelle A2 gelistet.

Um die Verwandtschaft einzelner Mitglieder der BnCYP-Familie zu betrachten, wurde eine
phylogenetische Analyse durchgefiihrt (Abbildung 8). Dabei ist zunichst auffillig, dass fir die
Untergruppen zumeist die gleiche Lokalisation vorhergesagt ist. Bei genauerer Betrachtung wird aber auch
deutlich, dass es innerhalb der Untergruppen in vielen Fillen zwei sehr nah verwandte BnCYPs gibt.
Diese Paare zeigen nur geringe Abweichungen in der Aminosduresequenz und haben die groéfte
Ahnlichkeit zu demselben AtCYP (aufgefiihrt in Tabelle A3 im Anhang). Zudem stammt jedes Gen von
einem anderen Vorliufer-Genom (Abschnitt 3.1.3). Deshalb werden diese Paare im Folgenden als
,Isoformen‘ bezeichnet.

Uber die Lokalisation der Proteinfamilie lisst sich sagen, dass in allen Kompartimenten der Zelle einzelne
Vertreter anzutreffen sind. Ein Grofiteil der BnCYPs, nimlich 50 BnCYPs, sind vermutlich cytosolisch
lokalisiert. Des Weiteren sind 14 BnCYPs putativ in den Chloroplasten, 7 in den Mitochondrien und
13 im Nukleus zu finden. Fir 7 BnCYPs wurde vorhergesagt, dass diese eventuell sekretiert werden

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Phylogenetischer Baum der BnCYPs. Wie durch den Farbcode illustriert, ist die Proteinfamilie tber alle
intrazelluldren Organellen verteilt. Zusitzlich wurden fir einige BnCYPs Kernlokalisierungssequenzen vorhergesagt (markiert

mit *). Diese BaCYPs kénnten demnach zwischen Cytosol und Nukleus relokalisieren (verdndert nach Hanhart ez a/. 2017).

3.1.1 Die Cyclophilin-dhnliche Domiéne innerhalb der BnCYP-Familie

Alle 91 putativen CYPs tragen eine vollstindige oder verkiirzte Cyclophilin-dhnliche Domine (CLD).
Eine vollstindige CLD ist ca. 18-19 kDa groB3. Es ist bisher nicht bekannt, ob eine verkiirzte CLD
(<17 kDa) die typische PPlase Aktivitit ausiiben kann, selbst wenn alle dafiir notwendigen Aminosiuren
vorhanden sind. Bei Betrachtung der Konsensussequenz aller 91 CLDs wird deutlich, dass besonders fiir
die Sekundirstruktur relevante Bereiche sowie einzelne Aminosduren, welche fur die PPlase Aktivitit
wichtig sind, hoch konserviert sind (Abbildung 9). Zu den am stirksten untersuchten Aminosiuren
gehoren W121, R55, F60 und H126 aus HsCYPA. W121 ist fir die CsA-Bindung notwendig, wihrend
R55, F60 und H126 fiir die PPlase Aktivitit fundamental sind (Zydowsky ef a/. 1992). Interessant ist, dass
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Abbildung 9: Konsensussequenz der B. napus CLD. BnCYP-Proteinsequenzen wurden auf die Linge der vorhergesagten
Sequenz der CLD gekiirzt (siche Tabelle A2 im Anhang) und ihre Konsensussequenz aus einem Alignment aller 91 CLDs
ermittelt. Zusitzlich ist die Sekundirstruktur von HsCYPA prisentiert. Hieran wird deutlich, dass die konsetvierten Bereiche vor
allem Sekundirstrukturelemente reprisentieren. Liicken in der Konsensussequenz stellen Insertion dar, welche nur wenige

Mitglieder dieser groflen Proteinfamilie besitzen (verindert nach Hanhart e a/. 2017).

das bisher als hochkonserviert betrachtete W121 in nur 34 der 91 BnCYPs prisent ist (entspricht W225 in
Abbildung 9). R55, F60 und H126 (R87, F102, H233 in Abbildung 9) hingegen, welche fiir die PPlase
Aktivitit stehen, sind stirker konserviert. Dies zeigt, dass Aminosiurereste, welche fir die Bindung von
Substraten oder Inhibitoren notwendig sind, nicht so stark konserviert sind, wie Reste, welche fiir die
Enzymaktivitit notwendig sind.

Ein Motiv, welches bereits beschrieben wurde und unter allen AtCYPs konserviert ist, konnte auch in 62
BnCYPs gefunden werden. Es handelt sich um das Motiv VXGXYV, welches in B-Strang VII liegt
(Romano ez al. 2004). Auch in der Konsensussequenz der BnCYPs ist es hochkonserviert zu finden, die
entsprechenden Aminosiduren sind hier V234, G236 und V238 in Abbildung 9. In der dreidimensionalen
Struktur liegt es vom aktiven Zentrum aus betrachtet auf der Riickseite des Proteins im zentralen
B-Zylinder. Eine besondere Rolle in der Proteinfunktion wird diesem Motiv deshalb nicht zugesprochen.
Stattdessen dient die Beibehaltung dieses Motivs wie auch die anderer struktureller Elemente vermutlich
der Aufrechterhaltung der Struktur wihrend der Evolution.

Einige Mitglieder der Proteinfamilie besitzen ungewohnliche Insertionen oder Deletionen. In Romano ez
al. (2004) wurde fir AtCYPs im Vergleich mit HsCYPA eine Insertion zwischen o-HelixI und
B-Strang IIT (die sogenannte a-I/f-111 junction oder det divergent loop) beschrieben. Hier sind in mehreren
AtCYPs 7 bis 11 Aminosduren inseriert. Betrachtet man die BnCYPs, wird an dieser Position eine

Insertion von 7 bis 15 Aminosduren gefunden (Abbildung 9 Position 58 bis 72). Am hdufigsten ist hier
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aber eine Insertion von 7 Aminosduren, welche zum Beispiel von den meisten 18-19 kDa BnCYDPs
getragen wird. Diese Insertion wird auch als der divergent loop beschrieben (Dornan ef al. 1999), fir welchen
in Kombination mit der Bildung einer Disulfidbriicke eine Regulation der PPlase Aktivitit postuliert
wurde (Campos ¢f al. 2013).

Des Weiteren konnte fiir 16 BnCYPs eine Insertion von 3 Aminosduren zwischen B-Strangl und
B-Strang 11 (Abbildung 9 Position 25-27) identifiziert werden, wihrend 30 BnCYPs an dieser Stelle eine
Deletion besitzen. Auch zeigen einige BnCYPs eine Insertion oder Deletion zwischen B-Strang IV und
B-Strang V (Abbildung 9 Position 133-152). Diese Insertion kann aus 1 bis 19 Aminosiuren bestehen.
Eine weitere Insertion konnte fiir BnCYPs mittleren und hohen Molekulargewichts identifiziert werden.
Diese liegt zwischen 3-Strang VI und «-Helix II (Abbildung 9 Position 216-221).

Fir eine genaue Betrachtung der Insertionen einzelner BnCYPs ist ein multipler Sequenzvergleich der
CLDs aller 91 BnCYPs im Anhang zu finden (Abbildung A2). Strukturell betrachtet sitzen alle
beschriebenen Insertionen und Deletionen in Schleifen (fgps). Wihrend die Struktur der Domine
bestehend aus a-Helices und B-Stringen also hochkonserviert ist, stellen die Schleifen Bereiche hoherer
Variabilitit dar. Eine solche Variabilitit innerhalb von Schleifen tritt hdufig zwischen Mitgliedern von

Proteinfamilien, welche insgesamt eine hochkonservierte Struktur besitzen, auf (Fiser ef a/. 2000).

3.1.2 Zusitzliche Dominen ermdglichen spezifische Funktionen

Wihrend die meisten CYPs nur eine einzelne Domine, die CLD, besitzen, gibt es 12 BnCYPs, die
zusitzliche, funktionelle Dominen aufweisen. Somit kann auch die Proteinfamilie der BnCYPs in zwei
Klassen, die single-domain und die multi-domain BnCYPs unterteilt werden. Single-domain BnCYPs kénnen
neben ihrer CLD noch ein Signalpeptid oder eine Transmembrandomine tragen und damit zwischen 18
und 30 kDa grof3 sein. Multi-domain BnCYPs mit einem hoéheren Molekulargewicht besitzen hingegen
Dominen, welche z.B. fiir Interaktionen mit anderen Proteinen, DNA oder RNA sorgen. Alle
identifizierten Dominen sind im Anhang in Tabelle A2 in der dargestellten Dominenstruktur der
BnCYPs zu finden.

Die Kombination von CLD und weiteren Dominen scheint unter Brassicaceen konserviert zu sein, da es in
A. thaliana dhnliche multi-domain CYPs gibt wie in B. napus. Tabelle A3 im Anhang fasst die bisher
untersuchten Funktionen der AtCYPs zusammen. Aufgrund der hohen Homologie kénnten die BnCYPs

dhnliche Funktionen erfiillen, was aber experimentell bestitigt werden miisste.

3.1.3 Zwei Chromosomensitze fithren zu einer grol3en Anzahl an BnCYP-Genen

Die Entstehung von B. napus ist auf ein Hybridisierungsereignis von B. oleracea und B. rapa zurickzufithren.
In diesem Zuge kam es zu einer Allopolyploidisierung, sodass B. napus die Chromosomensitze beider
Ursprungsarten doppelt trdgt. Von den insgesamt 19 unterschiedlichen Chromosomen des Hybrids
gehéren 9 Chromosomen zum C-Subgenom, welches urspriinglich aus B. okracea stammt, und 10

Chromosomen zum A-Subgenom, vererbt von B. 7apa (Chalhoub ez a/. 2014). Eine solche Polyploidie ist
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fir Pflanzen hiufig vorteilhaft. Sie wachsen schneller, zeigen eine erhéhte Vitalitit oder sind resistenter
gegen Umwelteinflisse. Fir B. napus bedeutet die Allopolyploidisierung zudem, dass es von vielen Genen
zwel homologe Varianten gibt. Fillt also eine Genkopie durch eine Mutation aus, ist eine weitere
funktionell identische Kopie vorhanden, welche die zugedachte Aufgabe tbernehmen kénnte. Diese
Annahme konnte auch fiir die CYP-Familie gelten. Betrachtet man die Verteilung der Gene auf den
beiden Chromosomensitzen, fillt zuerst auf, dass auf allen 19 Chromosomen BzCYP-Gene liegen, wobei
je Chromosom unterschiedlich viele CYP-Gene zu finden sind (Abbildung 10).

Wie in Abbildung 10 auch zu sehen ist, gibt es in vielen Fillen zwei zueinander homologe Gene auf dem
A- und C-Subgenom, welche auch meist in homologen Segmenten der A- und C-Chromosomen liegen.
Anhand der homologen Segmente und der daraus resultierenden Verteilung homologer Gene wird
deutlich, dass die Chromosomen der Eltern nah verwandt zueinander, aber nicht identisch aufgebaut sind.
Wie bereits zuvor angesprochen, gibt es drei BnCYP-Proteine, welche von jeweils zwel unterschiedlichen
Genen kodiert werden. Dies sind BnCYP18-1 (BrnaA05g08740D und BnaC04g09170D), BnCYP18-4
(BnaA08g16920D und BrnaC03g60160D) und BnCYP21-9 (BraA10g29520D und BrnaC09¢34020D). Ein
Sequenzvergleich dieser Gene zeigte kleine Unterschiede in der Nukleotidsequenz, durch welche sich die
Aminosduresequenz allerdings nicht dndert, da in diesen Fillen verschiedene Codons fiir die gleiche
Aminosdure kodieren. Fiir jedes dieser Proteine existiert demnach in jedem Subgenom eine Genkopie
(siche Abbildung 10, weil3 markiert).

Neben den dargestellten Genen wurden im Rahmen der bioinformatischen Identifizierung von BnCYPs
auch Gene mit einer ungewissen chromosomalen Lokalisation gefunden. Die CYP-Gene BraAnngd1240D
(BnCYP12-2), BnaAnng15590D (BnCYP21-3), BnaAnngl17350D (BnCYP21-6) und BnaAnng12550D
(BnCYP62) konnten dem A-Subgenom zugeordnet werden. Genauso konnten BnaCnng42430D (BnCYPS),
BnaCnng08980D (BnCYP21-1), BnaCnng32070D (BnCYP22-1) und BnaCnng32180D (BnCYP26-5) dem C-
Subgenom zugeteilt werden. Die Information iber das zugehérige Chromosom fehlt allerdings bei diesen

acht Genen.

3.1.4 Ein Grof3teil der BnCYPs wird unter Standardbedingungen exprimiert

Wihrend die bioinformatische Identifizierung der BnCYPs auf Grundlage der von Chalhoub ¢ a/. 2014
verbffentlichten Genomsequenz des B. napus Kultivars Darmor-bzh erfolgte, wurden alle nachfolgend
vorgestellten Analysen mit dem Kultivar Drakkar durchgefithrt, da fiir dieses die Probennahme von
Phloemexsudat etabliert ist (Giavalisco ¢# a/. 2006).

Um zunichst zu zeigen, dass die bioinformatisch gefundenen BzCYP-Gene in der Pflanze exprimiert
werden, wurden Transkriptomdaten hinsichtlich der Expression von BnCYPs ausgewertet. Das
Expressionsprofil der BzCYP-Familie zeigte 77 Gene, deren mRNA unter Standardbedingungen in
Blittern identifziert werden konnte (Abbildung 11). Dies zeigt, dass ein grofler Teil der putativen B#CYPs

tatsdchlich exprimiert wird. B#CYP-Gene, deren Expression nicht nachgewiesen werden konnte, konnten
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dennoch in anderen Organen oder unter anderen experimentellen Bedingungen, wie z.B. unter
unterschiedlichen Stressoren, transkribiert werden. Unter den nicht-exprimierten B#CYPs sind besonders
viele Vertreter mit einer partiellen CLD zu finden. Interessant ist auch, dass im Fall von B#CYP18-1,
BnCYP184 und BrCYP21-9 die Transkription beider Genkopien des A- und C-Subgenoms bestitigt

werden konnte.
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Abbildung 11: Expressionsprofil der BnCYP-Familie. Analysiert wurde die Gesamt-RNA aus Blatt und die Pflanzen wurden
dafiir unter Standardbedingungen angezogen. Kodieren zwei Gene ein identisches Protein, ist deren Transkript mit -A oder -C
entsprechend der chromosomalen Lokalisation des Gens gekennzeichnet. Die Rohdaten sind in Supplementary Table S2 in

Hanhart e/ al. (2017) zu finden.
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In der Abundanz der Transkripte lagen starke Unterschiede vor. Zu den am héchsten exprimierten Genen
im Blatt gehérten die 18 und die 27 kDa BnCYPs, wobei B#CYP78-5 mit Abstand am Stirksten exprimiert
wurde. Isoformen zeigten teilweise unterschiedliche Abundanzen wie =z B. die Paare
BnCYP18-2/BnCYP18-3 oder BuCYP27-3/BnCYP27-5.

Zusammenfassend lidsst sich sagen, dass die Allopolyploidisierung von B. napus zu zwei Isoformen vieler
BnCYPs gefiihrt hat. Diese zeigen eine hohe Sequenzihnlichkeit zueinander und es liegt jeweils ein
Genhomolog auf dem A- und C-Subgenom. Hiufig sind beide Isoformen exprimiert, teilweise in
unterschiedlicher Stirke, und diese sind durch ihre Ahnlichkeit im phylogenetischen Baum zu Paaren
gruppiert. Funktionell kénnten sie sich entweder gegenseitig ersetzen oder aufgrund ihrer geringen

Unterschiede fir bestimmte Aufgaben spezialisiert sein.

3.1.5 Die Untergruppe der 18-19 kDa BnCYPs

Fiir eine genauere Untersuchung im Zusammenhang mit der biotischen Stressantwort ist vor allem eine
der grofiten Untergruppen der BnCYP-Familie interessant, da fiir ihre AtCYP-Homologe eine solche
Rolle bereits beschrieben wurde. Dies sind die 18-19 kDa BnCYPs. Im Vergleich aller zehn Mitglieder
dieser Gruppe stellt BnCYP18-1 eine Ausnahme dar, denn BnCYP18-1 zeigt eine Sequenzidentitit von
nur 43-46 % zu den anderen neun 18-19 kDa BnCYPs und besitzt mehrere Introns (siche Tabelle A2 im
Anhang). Zudem wird BnCYP18-1 im Zellkern vermutet, wihrend fir die anderen 18-19 kDa BnCYPs
eine cytosolische Lokalisation vorhergesagt wurde (Abbildung 8). Insgesamt ist BaCYP18-1 damit zu den
anderen 18-19 kDa BnCYPs relativ unihnlich und wurde deshalb von der Betrachtung der 18-19 kDa
BnCYPs ausgeschlossen. Zur Vereinfachung wird im Folgenden auch ohne BnCYP18-1 von der Gruppe
der 18-19 kDa BnCYPs gesprochen.

Wie bereits im phylogenetischen Baum zu sehen war (Abbildung 8), gibt es innerhalb der Untergruppen
hiufig zwei sehr nah verwandte Isoformen. Dementsprechend ldsst sich auch die Gruppe der 18-19 kDa
BnCYPs weiter unterteilen. Wie ein Sequenzvergleich verdeutlicht (Abbildung 12), sind die dargestellten
BnCYPs sehr dhnlich zueinander, gliedern sich aber in vier Gruppen von Isoformen. Dabei gibt es zwei
Isoformenpaare, welche sich in nur einem Aminosdureaustausch unterscheiden. Dies sind zum einen
BnCYP18-2 und BnCYP18-3. Der ecinzige Unterschied zwischen diesen beiden Isoformen besteht in
einem Aminosdureaustausch von Alanin (BnCYP18-2) zu Valin (BnCYP18-3) an Position 96. Zum
anderen sind dies BnCYP18-5 und BnCYP18-8. Hier befindet sich entweder Lysin (BnCYP18-5) oder
Arginin (BnCYP18-8) an Position 44. BnCYP18-4, BnCYP18-6 und BnCYP18-7 zeigen im Vergleich zu
den bereits beschriebenen Paaren grofere Unterschiede, sind aber dennoch stark identisch zueinander,
ebenso wie BnCYP19-1 und BnCYP19-2. Im Vergleich zu den 18 kDa BnCYPs besitzen die 19 kDa
BnCYPs einen verlingerten C-Terminus.

Wie Sequenzvergleiche mit AtCYPs zeigen konnten, besitzen zusammengehorende Isoformen auch die
gréite Homologie zu demselben AtCYP (Abbildung 12). Dies fiihrt zum einen zu der Frage, ob diese sehr
dhnlichen Isoformen wie z. B. BnCYP18-5 und BnCYP18-8 redundant wirken. Zum anderen zeigt dies,
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dass die Isoformenpaare in Brassicaceen hochkonserviert sind, die verschiedenen Paare wie
BnCYP18-5/18-8 und BnCYP19-1/19-2 demnach wie auch ihre AtCYP-Homologe unterschiedliche
Funktionen ausiiben kénnten. Die hohe Homologie zu A. thaliana erméglicht zudem die Kombination
von in vitro und in wvivo Untersuchungen an BnCYPs und AtCYPs, um die Auswirkungen einzelner

Aminosidurenaustausche auf die Struktur und Funktion zu ergriinden.
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Abbildung 12: Sequenzvergleich der 18-19 kDa BnCYPs. Anhand des Sequenzvergleichs kann die Gruppe der 18-19 kDa
BnCYPs in Isoformengruppen unterteilt werden, wobei nur wenige Aminosiduren eine eindeutige Identifizierung der einzelnen
Isoformen erméglichen (grau hinterlegt). Jede Isoformengruppe besitzt ein gemeinsames AtCYP-Homolog. Die Sequenzidentitit

der Isoformen zueinander sowie zu deren AtCYP-Homolog ist hinter der Aminosiduresequenz angegeben.

3.2 BnCYPs im Phloem

Wie zuvor dargestellt, konnten BnCYPs im Langstreckentransportsystem Phloem von B. napus bereits
identifiziert werden (Giavalisco ez 2/ 2006). Es wird vermutet, dass sie dort als Chaperon agieren und
damit den Proteintransport in das Phloem unterstiitzen (Schobert e a/ 1998; Giavalisco e al. 2000;
Gottschalk e /. 2008; Rodriguez-Medina ¢# a/. 2011). Da wihrend der Studie von Giavalisco e a/. (20006)

weder ein vollstindiges Genom noch Transkriptom von B. napus verdffentlicht war und es damit auch
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noch keine vollstindige Datenbank putativer Proteine gab, wurde fiir die Datenbanksuche zur
Identifizierung der Proteine aus dem 2D-Gel groBtenteils 4. thaliana als Referenz verwendet. Dies gelingt
aufgrund der nahen Verwandtschaft von B.wapus und A. thaliana und so konnten CYPs in
9 unterschiedlichen Spozs der 2D-Gele identifiziert werden. Um welche BnCYPs es sich dabei handelt,
konnte aufgrund der fehlenden B. #apus Datenbank jedoch nicht eindeutig bestimmt werden. Ein Abgleich
der in Giavalisco e# al. (2000) identifizierten Peptidsequenzen mit den 91 putativen BnCYPs fithrte zu
keiner Identifizierung einzelner Isoformen, die aufgefithrten Peptidsequenzen stimmen mit keiner
Sequenz der 91 BnCYPs iiberein (Sequenzen aufgefithrt in Giavalisco ¢f a/. (2006), Supplementary Table
S1). Um herauszufinden, welche der 91 BnCYPs im Phloem vorkommen, wurde deshalb zunichst eine
2D-Gelelektrophorese mit anschlieBender massenspektrometrischen Identifizierung ausgewihlter Spozs
dhnlich zu Giavalisco ez al. (2006) durchgefiihrt und anschlieBend durch Proteomanalysen mittels Fliissig-
chromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS/MS) komplettiert. Um zu zeigen, dass
diese BnCYPs eindeutig im Phloem lokalisiert sind, wurde zudem die Reinheit der Phloemproben auf

Proteinebene nachgewiesen.

3.21 Uberpriifung der Reinheit von Phloem- und Xylemproben mittels Western Blot

Eine gingige Methode, um die Reinheit von Phloemexsudat zu testen, ist der Nachweis von
gewebespezifischer mRNA iber eine RT-PCR. Mit dieser wird nicht nur eine Kontamination durch
zerstorte Zellen, sondern auch durch Blittenpollen Giberpriift. Diese Art des Nachweises ist gut etabliert
und hat sich bewihrt (Giavalisco ¢ a/. 2006). Des Weiteren bietet auch der Saccharosegehalt einen guten
Anbhaltspunkt fiir reine Phloemproben (Giavalisco ¢f a/ 2006). Im Gegensatz zu diesen Methoden, bietet
ein Western Blot die Moglichkeit, die Reinheit der Probe auf Proteinebene zu Giberpriifen. In Giavalisco ez
al. (2006) zeigte dieser, dass die kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase/-oxygenase
(Rubisco) in Proteinextrakten aus Blatt- und Stingelmaterial, aber nicht in Phloemproben nachgewiesen
werden konnte. Daraus ldsst sich rickschlieBen, dass die Phloemprobe frei von zelluliren
Kontaminationen war. Fine Kontamination mit Xylemexsudat wurde hier per Western Blot aber nicht
uberpruft.

Da die nachfolgenden Analysen dieser Arbeit auf Proteinextrakten aufbauen, sollte deshalb ein
Nachweissystem etabliert werden, mit welchem Kontaminationen von umgebenden Geweben wie Zellen
und Xylem identifiziert werden kénnen. Denn sowohl Phloem- als auch Xylemexsudat wird durch eine
Verwundung (Punktierung oder Schnitt) gewonnen (Abbildung 13A, B), sodass dessen Reinheit
nachgewiesen werden muss. Durch Anwendung des Western Blots kénnen Proteinproben, welche fir
anschlieBende Analysen verwendet werden sollen, direkt getestet werden und es ist keine andersartige
Aufarbeitung wie z. B. eine RNA-Extraktion notwendig.

Das Ergebnis ist in Abbildung 13C dargestellt. Neben Proteinextrakten aus Phloem- und Xylemexsudat,
wurden auch Proteinextrakte aus Blatt- und Infloreszenzstingelmaterial aufgetragen. Fiir den Nachweis

wurde jeweils ein Antikérper spezifisch fur Blatt/Stingel, Phloem und Xylem ausgewihlt, um
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Kontaminationen zwischen diesen Geweben aufzuzeigen. Hierbei konnten aufgrund der nahen
Verwandtschaft zwischen B. napus und A. thaliana Antikorper verwendet werden, welche urspriinglich fiir
die Detektion von A. thaliana Proteinen entwickelt wurden. Wie auch in Giavalisco ef a/. (2006) wurde
zunichst ein Antikérper gegen die kleine Untereinheit der Rubisco (RbcS, MWiheor = 15 kDa) verwendet.
Diese konnte bisher weder im Phloem- noch im Xylemproteom nachgewiesen werden und bietet sich
damit als Kontrolle an (Giavalisco e al. 2006; Kehr ef al. 2005). Wie erwartet, konnte die RbcS nur in
Proben aus Blatt und Stingel detektiert werden, in diesen zeigten sich zudem auch unspezifische Banden
hoéheren Molekulargewichts. Im Gegensatz dazu konnte in den Phloem- und Xylemproben keine Bande
detektiert werden. Damit konnte gezeigt werden, dass weder die Phloem-, noch die Xylemproben eine
Kontamination durch umliegende, zerstorte Zellen aufweisen.

Ein Protein, welches im Xylemproteom identifiziert wurde (Kehr er a/ 2005), nicht aber im
Phloemproteom (Giavalisco ¢ a/ 2006) und damit zur Kontrolle von Xylemkontaminationen in
Phloemproben herangezogen werden kann, ist PR-2 (auch B-1,3-Glucanase 2 genannt). Mit einem
Antikérper gegen PR-2 konnte ein Signal im Bereich von knapp iber 35 kDa in Blatt und Xylem
nachgewiesen werden und entspricht damit dem ewarteten MW von 37 kDa. In der Stingelprobe findet
sich eine Bande unerwartet hohen Molekulargewichts, die Phloemprobe zeigt hingegen keine Bande. Zum
Nachweis von PR-2 wurde ein polyklonaler Antikérper ausgewihlt, welcher fiir PR-2 bzw. die
B-1,3-Glucanase 2 aus .A. thaliana, kodiert durch A3¢57260, produziert wurde. Im Xylemproteom von
B. napus konnte hingegen die §-1,3-Glucanase 3, welche in A. thaliana von At3g57240 kodiert wird,
identifiziert werden (Kehr ez a/ 2005). Ein Sequenzvergleich dieser beiden Proteine zeigte eine

Sequenzidentitit von 65 %, sodass vermutet werden konnte, dass der polyklonale Antikérper auch an die

Abbildung 13: Nachweis reinen
Phloem- und Xylemexsudats mittels
Western Blot. (A) Nach Punktierung des
Infloreszenzstingels tritt Phloemexsudat
aus. (B) Xylemexsudat wird durch einen
Schnitt 5-10 cm tber der Erde gewonnen.

(C) Far den Nachweis reinen Phloem-

und  Xylemexsudats ~ werden  drei

C RbcS PR-2 AtCYP18-3 Antikérper  bendtigt:  gegen  RbcS
ka B I P X kba B I P X a B I P X (15 kDa), PR-2 (37 kD2) und AtCYP18-3
(18 kDa). Fiir die Western Blots mit RbeS
70~ o 8- und PR-2 wurde eine 12 % SDS-PAGE,
=5 = %~ fir ROCl eine 15% SDS-PAGE
£ a5 - — o - durchgefiihrt. Die Spuren wurden mit
e 25 - - - jeweils 20 pg Blatt- und
- Infloreszenzstingelextrakt  sowie 10 pl
Lo Phloem- und Xylemexsudat beladen.
- 15 -

B = Blatt, I = Infloreszenzstingel,

P = Phloem, X = Xylem.
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B-1,3-Glucanase 3 aus dem Xylem bindet. Dies konnte mit dem Western Blot auch eindeutig gezeigt
werden.

Um das Nachweissystem zu komplettieren, sollte auch eine Mdoglichkeit zur Uberpriifung reiner
Xylemproben etabliert werden. Wie bereits gezeigt werden konnte, befinden sich Cyclophiline in grof3en
Mengen im Phloem, aber nicht im Xylem, sodass sie geeignete Kandidaten darstellen, um
Phloemkontaminationen in Xylemproben zu zeigen. Mit einem Antikérper gegen AtCYP18-3 konnten in
der Phloemprobe zwei starke Signale auf erwarteter Héhe detektiert werden. Der verwendete Antikérper
ist polyklonal, sodass er vermutlich nicht nur AtCYP18-3 und dessen B. #apus-Homolog, sondern auch
andere Mitglieder der 18-19 kDa CYPs detektiert, was das Signal verstirkt. Dass in Blatt- und
Stingelproben kein Signal zu sehen ist, liegt vermutlich an der deutlich geringeren Abundanz der CYPs in
diesen Geweben, wie auch nachfolgend in Abschnitt 3.2.2 fiir Blattproben zu sehen ist. Interessanterweise
ist in der Xylemprobe eine unspezifische Bande héheren Molekulargewichts zu beobachten. Da bisher
keine CYPs im Xylem detektiert wurden, ist diese Entdeckung ein spannender Ansatz fiir Analysen zur
Rolle der CYPs im Xylem und kénnte in nachfolgenden Arbeiten behandelt werden.

Mit dem hier etablierten Western Blot gegen RbcS, PR-2 und AtCYP18-3 stand demnach ein
Nachweissystem zur Verfigung, welches nicht nur die Reinheit von Phloemproben, sondern gleichzeitig

auch von Xylemproben auf Proteinebene zeigen kann.

3.2.2 BnCYPs befinden sich im Langstreckentransportsystem Phloem

Zur Identifizierung von BnCYPs in B. napus Phloemproben wurde zunichst eine 2D-Gelelektrophorese
durchgefiihrt. Hierbei werden die Proben zuerst mittels isoelektrischer Fokussierung in einem
immobilisierten pH-Gradienten nach ihrem pl und anschlieBend mit einer SDS-PAGE nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Danach kénnen einzelne Bereiche (Spos) aus dem Gel ausgestochen und
die enthaltenen Proteine per MALDI-TOF-MS mit der Peptide Mass Fingerprint Methode identifiziert
werden. Zusitzlich zu den Phloemproben wurden Blattproben untersucht, um auch hier exprimierte
BnCYPs auf Proteinebene nachweisen und mit den Ergebnissen der Genexpression (siche Abschnitt
3.1.4) vergleichen zu kénnen. Die Wachstumsbedingungen der Pflanzen, von welchen Proben genommen
wurden, entsprachen den Standardbedingungen.

Wie die theoretische Bestimmung des pl zeigte, besitzen insbesondere die single-domain BnCYPs einen eher
basischen pl (siche Tabelle A2 im Anhang). Dies deckt sich mit der Beobachtung aus Giavalisco ez
al. (2006), wo CYPs in einem 2D-Gel im neutralen bis basischen Bereich von etwa 15 bis 20 kDa
identifiziert werden konnten. Da diese Kriterien denen der 18-19 kDa BnCYPs entsprechen, wurden
Western Blots von 2D-Gelen der Blatt- und Phloemproben mithilfe eines polyklonalen Antikrpers gegen
AtCYP18-3 durchgefiihrt. Diese sollten Hinweisen auf die single-domain BnCYPs liefern und eine Auswahl
der massenspektrometrisch zu analysierenden Spo#s aus den Coomassie-gefirbten SDS-Gelen ermdglichen.
Es wurden aber nicht nur Spozs ausgewihlt, welche zu den Signalen der Western Blots passten, sondern

auch umliegende Spozs, um moglichst viele 18-19 kDa grofie BnCYPs zu identifizieren.
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Das Ergebnis ist in Abbildung 14 dargestellt. Die Coomassie-Firbung zeigt unverkennbar, dass sich Blatt-
und Phloemproteom von ihrer Zusammensetzung her stark unterscheiden. In dem Bereich, in welchem
CYPs erwartet wurden, sind in 2D-Gelen der Phloemproben mehr Sposs sichtbar, als im selben Bereich
der 2D-Gele von Blittern. Der polyklonale Antikérper scheint sich nicht nur gegen ein einzelnes BaCYP
zu richten, sondern mehrere zu erkennen. Die Phloemproben zeigten hier gegeniiber den Blattproben
deutlich mehr Signale im Bereich der 18-19 kDa CYPs. Zusitzlich waren in den Phloemproben mehrere
Signale im basischen Bereich bei hoheren Molekulargewichten sowie im sehr sauren Bereich zwischen 15
und 20 kDa zu sehen.

Die massenspektrometrische Analyse ermdglichte den Nachweis von BnCYPs in 6 Spo#s der Blattproben.
Im Phloem hingegen konnten in 10 unterschiedlichen Spozs BnCYPs nachgewiesen werden. Allerdings
konnten keine CYPs in den Spozs héheren Molekulargewichts (>35 kDa) identifiziert werden. Vermutlich
handelt es sich hier demnach um eine unspezifische Bindung des Antikérpers. Dass BnCYPs im basischen
Bereich bei etwa 15 bis 25 kDa in mehr Spozs identifiziert werden konnten, als durch den Western Blot zu
vermuten war, kénnte daran liegen, dass der Antikérper gegen AtCYP18-3 aufgrund der groflen Anzahl
an Modifikationen, wie z. B. Phosphorylierungen (sieche weiter unten), nicht mehr binden kann.

In Tabelle 16 sind die detektierten BnCYPs aufgefiihrt. Als variable Modifikationen wurden fir die
Identifizierung der CYPs eine Oxidation an Methionin sowie eine Carbamidomethylierung an Cystein,
welche durch das im Zuge der 2D-Gelelektrophorese eingesetzte lodacetamid ensteht, ausgewdhlt.

Hierdurch konnten den einzelnen BnCYPs mehr Signale eindeutig zugeordnet werden, als ohne die
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Abbildung 14: 2D-Gele von Blatt- und Phloemproteinextrakten. Wihrend durch die Coomassie-Firbung das gesamte
Proteom angefirbt wird, detektiert der verwendete AntikSrper single-domain BnCYPs. Einige Proteinsposs sind sehr schwach, sodass
sie in dieser Darstellung kaum zu sehen sind. Wihrend der Durchfiihrung des Versuchs ermdglichte ein Lichttisch bessere

Lichtverhaltnisse, sodass diese Sposs deutlich erkennbar waren.
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Auswahl dieser Modifikationen. Die meisten Vertreter aus der Gruppe der 18-19 kDa BnCYPs konnten
identifiziert werden. Ausnahmen stellen hier nur drei BnCYPs dar. So konnten weder BnCYP18-1, noch
die beiden Isoformen BnCYP18-2 und BnCYP18-3 gefunden werden. Eine Erklirung kénnte sein, dass
sich diese in einem anderen Bereich des SDS-Gels befinden und mit dem verwendeten Antikrper nicht
entdeckt werden konnten. Méglicherweise kénnten sie aber auch unter anderen Wachstumsbedingungen
oder unter Stress exprimiert werden und dann auch erst ins Phloem gelangen.

Wie bereits in Abschnitt 3.1.3 diskutiert wurde, fuhrt der zweifache Chromosomensatz dazu, dass es von
den meisten CYP-Genen zwei Varianten gibt, und sich die durch diese Gene kodierten Isoformen
teilweise in nur wenigen Aminosduren unterscheiden. Dies stellt eine Schwierigkeit fur die
massenspektrometrische Analyse dar, da sich solche zwei Isoformen nur durch wenige Peptide
unterscheiden lassen. Im Fall der 18-19 kDa BnCYPs ist dies teilweise auch nur durch ein einziges Peptid
méglich, wie am Beispiel von BnCYP18-5 und BnCYP18-8 erliutert werden soll. Da der einzige
Unterschied zwischen diesen beiden Isoformen in dem Austausch einer einzigen Aminosidure besteht,
fithrt dies dazu, dass sie sich nach dem Trypsinverdau auch nur in einem Peptid unterscheiden. In solchen
Fillen konnten in den Analysen (siche Tabelle 16) nicht immer beide Isoformen bestitigt, sondern
teilweise nur eine der beiden Isoformen identifiziert werden. Es kann aber nicht ausgeschlossen werden,
dass die andere, nicht eindeutig nachgewiesene Isoform dennoch in der Probe enthalten ist und das
entscheidende Peptid lediglich nicht gefunden werden konnte.

Auffillig ist, dass einige Isoformenpaare (BnCYP18-5/18-8 und BnCYP19-1/19-2) bzw. -trios
(BnCYP18-4/18-6/18-7) in mehreren Spots detektiert wurden. BnCYP18-5 und BnCYP18-8 zum Beispiel
konnten in 6 der 10 Spozs der Phloem-2D-Gele identifiziert werden. Dabei unterscheiden sich BnCYP18-5
und BnCYP18-8 der verschiedenen Sposs vermutlich in ihren posttranslationalen Modifikationen. Denn
diese kénnen in einem 2D-Gel nicht nur einen Einfluss auf den pl, sondern auch auf das Molekular-
gewicht haben. Um einen ersten Hinweis auf mégliche posttranslationale Modifikationen von BnCYPs zu
gewinnen, wurde zusitzlich zu den bei der Auswertung bereits angewendeten Modifikationen auch eine
Phosphorylierung als variable Modifikation an Serin, Threonin oder Tyrosin ausgewihlt. Hierdurch
konnte gezeigt werden, dass es einige Spos gibt, in welchen eindeutig keine phosphorylierten Peptide zu
finden sind. Im Gegensatz hierzu erhohte sich die Anzahl an identifizierten Peptiden und damit auch die
Sequenzabdeckung aber in den meisten Fillen durch die zusitzlich identifizierten, phosphorylierten
Peptide. Und damit konnten sogar bis zu 93 % eines Proteins identifiziert werden (BnCYP18-8 in Spor
13).

Vergleicht man die identifizierten BnCYPs aus den Blatt- und Phloem-2D-Gelen, so gibt es einige
BnCYPs, welche in beiden Gelen an derselben Position auftauchen. So entspricht zum Beispiel Spof 3 aus
dem Gel der Blattprobe Spof 8 aus dem Gel der Phloemprobe. In beiden Spots konnten BnCYP18-5 und
BnCYP18-8 detektiert werden und dabei konnte in keiner der beiden Proben eine Phosphorylierung
nachgewiesen werden. Des Weiteren scheint Spor 1 (Blatt) Spoz 7 (Phloem) zu entsprechen, da in beiden
Proben BnCYP18-4, BnCYP18-6 und BnCYP18-7 nachgewiesen werden konnten. Allerdings konnten in

56



Ergebnisse & Diskussion

Tabelle 16: Massenspektrometrischer Nachweis von BnCYPs aus Blatt- und Phloemproben. Fir jeden Spoz konnte das
wahrscheinlichste Isoformenpaar bzw. -trio gefunden werden. Da diese sehr dhnlich zueinander sind und damit gleichzeitig in
demselben Spos vorhanden sein koénnen, wurde fiir jede Isoform die Anzahl an identifizierten Peptiden (#) und die
Sequenzabdeckung (Seq.) bestimmt. Zudem ist die Anzahl der Peptide (Zeindeusig), welche fir die jeweilige Isoform einzigartig sind
und diese damit eindeutig identifizieren, aufgefiihrt. AnschlieBend wurden die Proben auch auf phosphorylierte Peptide (#phos) hin

untersucht. Wurden keine phosphorylierten Peptide detektiert, sind die entsprechenden Felder leer.

Modifikationen
Oxidation (M), Carbamidomethyl (C) Oxidation (M), Carbamidomethyl (C),
Spot  BnCYP Phosphorylierung (S, T, Y)
n Deindeutig Seq. (Y0) n Mphos Deindeutig Seq. (%)
s 1 BnCYP18-4 5 0 25
-% BnCYP18-6 8 1 50
BnCYP18-7 8 1 50
2 BnCYP18-4 8 3 50
BnCYP18-6 6 0 30
BnCYP18-7 7 1 38
3 BnCYP18-5 20 1 90
BnCYP18-8 20 1 90
4 BnCYP19-1 10 1 36 14 4 4 51
BnCYP19-2 9 0 32 12 3 2 52
5 BnCYP18-5 6 0 28 15 9 0 58
BnCYP18-8 6 0 28 15 9 0 58
BnCYP24-1 7 0 45 16 9 1 55
BnCYP24-2 7 0 45 17 10 2 55
6 BnCYP19-1 12 3 53 17 5 7 55
BnCYP19-2 10 1 42 15 4 5 64
g 7 BnCYP18-4 9 3 38 12 3 3 58
g BnCYP18-6 14 1 84 16 2 3 84
E BnCYP18-7 14 2 84 15 1 2 84
8 BnCYP18-5 15 0 82
BnCYP18-8 16 1 86
9 BnCYP18-4 4 0 21
BnCYP18-6 9 1 57
BnCYP18-7 8 0 49
10 BnCYP18-4 7 1 34 8 1 1 49
BnCYP18-6 12 1 69
BnCYP18-7 12 1 69
BnCYP18-5 5 1 27 9 4 2 43
BnCYP18-8 4 0 21 9 5 2 43
BnCYP19-1 4 1 30 9 5 5 69
BnCYP19-2 6 3 45 7 1 3 56
11 BnCYP18-4 4 3 33 5 1 3 40
BnCYP18-6 4 1 34 5 1 1 41
BnCYP18-7 3 0 26 4 1 0 33
12 BnCYP19-1 4 2 26 15 11 6 68
BnCYP19-2 2 0 10 9 7 0 38
13 BnCYP18-5 18 0 87 20 2 0 87
BnCYP18-8 20 2 91 22 2 2 93
14 BnCYP18-5 12 0 61 21 9 0 78
BnCYP18-8 12 0 61 22 10 1 87
15  BnCYP18-5 11 0 47
BnCYP18-8 12 1 51
16  BnCYP18-5 7 0 63 18 11 2 80
BnCYP18-8 7 0 63 18 11 2 80
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der Phloemprobe 1-3 phosphorylierte Peptide identifiziert werden, welche in der Blattprobe eindeutig
nicht zu finden waren.

Neben den bereits beschriebenen Identifizierungen bieten Spof 15 und 16 den groBten Spielraum fiir
Spekulationen. In beiden sind BnCYP18-5 und BnCYP18-8 zu finden und sie tauchen nur in den
Phloem-, nicht aber in den Blattproben auf. In Spoz 15 konnte kein einziges phosphoryliertes Peptid
identifiziert werden. Der verinderte pl spricht deshalb fiir anderweitige posttranslationale Modifikationen.
Im Gegensatz dazu konnten in Spoz 16 phosphorylierte Peptide in einem dhnlichen Mal} wie in Spoz 14
detektiert werden. Dass der pl vom basischen in den sauren Bereich verlagert wird, kann demnach nicht
der starken Phosphorylierung zugesprochen werden, sondern resultiert vermutlich auch aus anderen,
zusitzlichen Modifikationen. Diese Beobachtungen bieten die Moglichkeit, anhand von ausfithrlicheren
Analysen die Rolle unterschiedlicher posttranslationaler Modifikationen der hochabundanten BnCYPs
BnCYP18-5 und BnCYP18-8 zu untersuchen. Ein erster Schritt in diese Richtung kénnte mittels MALDI
LIFT-TOF/TOF-MS-Messungen getitigt werden. Diese konnten Aufschluss dariiber geben, um welche
Modifikationen es sich handelt und an welcher Aminosdure diese positioniert sind.

Insgesamt konnten mithilfe der 2D-Gelelektrophorese und anschlieBender massenspektrometrischer
Bestimmung 9 verschiedene BnCYPs nachgewiesen werden. Dieser experimentelle Ansatz wurde durch
den Western Blot ermdéglicht, war dadurch aber gleichzeitig auf die 18-19 kDa BnCYPs beschrinkt.
Deshalb wurde im Folgenenden eine komplementire Technik angewendet, die ebenfalls die Untersuchung
des gesamten Proteoms ermdglicht, sodass im Anschluss Daten iber einzelne CYPs extrahiert werden
konnten. Hierbei handelt es sich um LLC-MS/MS-Analysen. Diese sollten, wie auch die 2D-Gele, nicht nur
mit Phloemexsudat, sondern zum Vergleich auch mit Proteinextrakt aus Blattgewebe durchgefiihrt
werden. Auch hierfiir wurden Pflanzen unter Standardbedingungen angezogen.

Insgesamt konnten 795 Proteine (Phloem) bzw. 893 Proteine (Blatt) identifiziert werden. Dass sich
Phloem- und Blattproteom voneinander unterscheiden, wird besonders durch die Schnittmenge von
349 Proteinen ersichtlich, welche unter 50 % beider Proteome ausmacht. Im Vergleich mit den
91 bioinformatisch entdeckten BnCYPs, kommen 8 BnCYPs sowohl im Phloem- als auch im
Blattproteom vor (Abbildung 15A). Des Weiteren wurden 6 blattspezifische und 12 phloemspezifische
BnCYPs gefunden, sodass per LC-MS/MS die Expression von insgesamt 26 der 91 BnCYPs auf
Proteinebene nachgewiesen werden konnte.

Betrachtet man die Abundanzen der BnCYPs in den beiden Proben (Abbildung 15B), so ist offensichtlich,
dass BnCYP18-5 mit Abstand das abundanteste CYP im Phloem ist. Auch im Blatt ist BnCYP18-5
hochabundant, wobei BnCYP24-1 und BnCYP27-4 ihnliche Abundanzen zeigen. Die meisten
identifizierten BnCYPs sowohl in Phloem- als auch in Blattproben sind single-domain CYPs. Es konnte nur
ein einziges multi-domain CYP in Blattextrakt gefunden werden. Dieses ist das vermutlich chloroplastidir
lokalisierte BnCYP47-2, welches neben der CLD und einem Signalpeptid eine zusitzliche PsbQ-idhnliche
Domine besitzt. BnCYP47-2 ist mit 86 % Sequenzidentitit ein Homolog des bereits kristallisierten
AtCYP38. Spannend ist auch die Entdeckung von BnCYP86-2 im Phloem. Fiir dieses Protein wurde trotz

dessen hohen Molekulargewichts neben der CLD keine weitere Domine vorhergesagt, sodass hieraus kein
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Rickschluss auf mégliche Funktionen gezogen kann. Das dhnlichste AtCYP ist AtCYP95, welches zu
BnCYP86-2 aber nur zu 67 % ahnlich ist und somit fraglich ist, ob BnCYP86-2 eine dhnliche Funktion
wie AtCYP95 besitzt.

Da auch LC-MS/MS ecine Massenspektrometrie-basierte Methode ist, tritt hier in Anbetracht der in
B. napus vorkommenden Isoformen das gleiche Problem wie bei der Analyse der 2D-Gele auf. Werden
keine eindeutigen Peptide fiir die einzelnen Isoformen identifiziert, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass beide Isoformen vorliegen. So konnte anstatt dem im Phloem als hochabundant identifizierten
BnCYP18-5 auch dessen Isoform BnCYP18-8 oder auch ein Gemisch beider Isoformen vorliegen.
Vollstindige Listen aller identifizierten Peptide aus Blatt- und Phloemextrakt sind in Supplementary Table
S5 und S6 in Hanhart ¢7 al. (2017) aufgefthrt.

Werden die beiden methodischen Ansitze, 2D-Gelelektrophotrese und LC-MS/MS, direkt miteinander
verglichen, so lisst sich feststellen, dass mittels LC-MS/MS mehr BnCYPs entdeckt werden konnten, als
mit der 2D-Gelelektrophorese. Dies bezieht sich vor allem auf BnCYPs au3erhalb der 18-19 kDa Gruppe.
Dafiir konnten aber per 2D-Gelelektrophorese im Blatt mehr Vertreter der 18-19 kDa Gruppe
identifiziert werden, als per LC-MS/MS, wo nut BnCYP18-4 und BnCYP18-5 nachgewiesen werden

konnten. Demnach besitzen beide Methoden ihre eigenen Vorteile und koénnen gut einander
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Abbildung 15: Ergebnis der LC-MS/MS-Analyse zur Identifizietung von BnCYPs. (A) Wie das Venn-Diagramm zeigt,
sind von den insgesamt 26 identifizierten BnCYPs 6 in Blatt-, 12 in Phloem- und 8 in beiden Proben zu finden. (B) Die
Verteilung hoch abundanter BnCYPs unterscheidet sich in den untersuchten Proben Blatt und Phloem. Die Rohdaten sind in

Supplementary Table S3 und S4 in Hanhart ez /. (2017) zu finden.
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unterstiitzend angewendet werden. Im Vergleich mit den Daten aus Giavalisco ¢ 4/ (2006) konnten
BnCYP Isoformenpaare identifiziert und teilweise auch voneinander unterschieden werden. Auch
konnten deutlich mehr BnCYPs detektiert werden. Phloemproteomstudien anderer dikotyler sowie
monokotyler Pflanzen konnten CYPs ebenfalls im Phloem identifizieren, allerdings wurde nur in wenigen
Fillen das exakte CYP bestimmt (Tabelle 17). Auffillig ist hierbei, dass auch in diesen Studien CYPs mit
einer GréBe von etwa 18-19 kDa gefunden wurden, was anhand der GréBe auf den 1D- oder 2D-Gelen
sowie den AtCYP-Homologen erkennbar ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen damit die bisher

ausfihrlichste Studie von CYPs im Phloem dat.

Tabelle 17: Ubersicht bisher identifizierter Phloem CYPs. In diesen Studien wurden unterschiedliche Detektionsmethoden
wie LC-MS/MS oder cine cinfache SDS-PAGE (1D) oder 2D-Gelelektrophorese (2D) mit anschlieBender Massenspektrometrie
(MS) oder Western Blot (WB) angewendet. Teilweise wurden die CYPs nicht genauer bestimmt und deshalb keine Accession ID

oder kein AtCYP-Homolog angegeben.

Spezies Methode Identifizierte CYPs Accession ID AtCYP-Homolog Quelle
Brassica 2D+MS CYPs in 9 Spots AAAG62706, - (Giavalisco ez al. 2006)
napus detektiert CSRP,

P24525,

At2¢16600,

At2021130
Brassica LC-MS/MS  2CYPs - AtCYP19-2, (Anstead ez al. 2013)
oleracea AtCYP19-4
Cuenrbita LC-MS/MS 1 CYP FG227112_2  AtCYP19-1 oder (Lin ez al. 2009)
maxima AtCYP40
Cucumis 1D+WB 1 Bande - - (Schobert ez al. 1998)
satius
Lupinus albus 2D+MS CYPs in 5 Spots - - (Rodriguez-Medina ¢z al.

detektiert 2011)
Oryza sativa  1D+LC-MS, 1 CYP 05020121300 AtCYP19-2 (Aki ez al. 2008)
2D-LC-MS

Ricinus 2D+MS 1 CYP Q8VX73 - (Barnes ez al. 2004)
communis 1D+WB RcCYP1 - - (Gottschalk ez a/. 2008)
Robinia 1D+WB 1 Bande - - (Schobert ez al. 1998)
psendoacacia
Tilia 1D+WB 1 Bande - - (Schobert ez al. 1998)
platyphyllos
Triticum 1D+WB 1 Bande - - (Schobert ez al. 1998)
aestivum
Yucca 1D+WB 1 Bande - - (Schobert ez al. 1998)
[filamentosa

Im Vergleich mit den Genexpressionsdaten (Abschnitt 3.1.3) decken sich die Ergebnisse der
Proteomstudien insofern, als dass BnCYP18-5 und BnCYP18-8 sowohl auf dem mRNA-, als auch auf
dem Proteinlevel zu den am héchsten exprimierten BnCYPs gehdren. Dass nicht alle BaCYPs per 2D-
Gelelektrophorese und LC-MS/MS gefunden wurden, spricht nicht unbedingt dafir, dass keine
Translation der Transkripte erfolgt ist. Die Sequenzierung von RNA ist eine deutlich sensitivere Methode,

als die verwendeten proteomanalytischen Methoden. Hiufig korrelieren Transkriptom- und Proteomdaten
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nicht gut miteinander, da diese durch unterschiedliche biologische und technische Faktoren beeinflusst
werden. In Bezug auf die angewendeten Proteomstudien sind als technische Faktoren vor allem die
Auswahl der Signale (peak detection), die Peptididentifizierung (Sensitivitit vs. Falsch-Positive
Identifizierungen) und deren Quantifizierung wihrend der massenspektrometrischen Auswertung zu
nennen. Als biologischer Faktor hingegen schafft die Regulation der Translation eine Diskrepanz
zwischen Transkripten und synthetisierten Proteinen. Dies kann u. a. durch RNA-Sekundirstrukuren, die
Verwendung verschiedener Codons oder die Halbwertszeit eines Proteins geschehen. Ohne eine
tiefergehende Untersuchung lassen sich quantitative Transkriptom- und Proteomstudien also nur bedingt
miteinander vergleichen (Maier ez a/. 2009).

Innerhalb dieser Arbeit wurden Proben untersucht, welche von Pflanzen, die unter Standardbedingungen
angezogen wurden, gewonnen wurden. Ob sich die Expression von BnCYPs unter Stress, wie nicht-
optimalen Umweltbedingungen oder Pathogenbefall, verindert, bleibt demnach noch zu kliren. Im
spiteren Verlauf dieser Arbeit wurde die Virusinfektion als Stressor eingesetzt. Hierfiir wurden zusitzliche
LC-MS/MS-Analysen von virusbefallenem Material durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 3.6
prisentiert. Dass aber selbst unter Standardbedingungen so viele CYPs im Phloem gefunden wurden, ldsst
eine essentielle Funktion dieser Proteinfamilie vermuten. Eventuell kénnten sie durch ihre PPlase
Aktivitit am Proteintransport oder an der Langstreckensignalweiterleitung beteiligt sein. In diesem
Zusammenhang stellt sich deshalb zunichst die Frage, ob PPlasen ihre Aktivitit im Phloem ausiiben

konnen.

3.2.3 Phloemexsudat zeigt eine PPIase Aktivitit

Ein Standardassay zur Bestimmung der Isomerisierungsaktivitit von PPlasen wurde von Fischer ¢ 4l
(1984) etabliert, der sogenannte Peptidyl-Prolyl ¢is/ frans Isomeraseassay (PPlase Assay). Meistens wurden
aufgereinigte oder rekombinant exprimierte Proteine mit dieser Methode untersucht, aber sie kann auch
mit einem Proteingemisch angewendet werden. Um die Frage zu beantworten, ob es aktive PPlasen im
Phloemexsudat von Brassicaceen gibt, wurde B. napus Phloemexsudat gesammelt und im PPlase Assay
eingesetzt. Interessanterweise resultierte die Zugabe von frischem Phloemexsudat in einer erhéhten
Isomerisierungsreaktion (Abbildung 16A). Diese Beobachtung wurde auch bereits zuvor fir
Phloemexsudat aus Ricinus communis, einem Mitglied der Familie der Euphorbiaceen, beschrieben (Gottschalk
et al. 2008). Die beobachteten Ratenkonstanten zeigten einen linearen Anstieg, welcher mit Erhéhung der
Menge an Phloemexsudat korrelierte (Abbildung 16B). Durch die Zugabe von CsA, einem bekannten
Cyclophilininhibitor, konnte die Aktivitit vollstindig reduziert werden (Abbildung 16C). Basierend auf
diesen Daten liegt der Schluss nahe, dass CYPs im Phloemexsudat in ihrer nativen, gefalteten Form
vorliegen. Denn nur nativ gefaltete PPlasen zeigen eine Enzymaktivitit. Zudem zeigt dies, dass die PPlase
Aktivitit des Phloemexsudats durch CYPs zustande kommt und nicht auf andere aktive PPlasen wie die

FKBPs zuriickzufithren ist, obwohl die Aktivitit von FKBPs ebenfalls mit dem PPlase Assay bestimmt
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Abbildung 16: B. napus Phloemexsudat zeigt Peptidyl-Prolyl cis/ trans Isomeraseaktivitit. (A) Zunchmende Mengen an
Phloemexsudat fithrten zu einer steigenden Aktivitit, wie anhand der normalisierten Rohdaten zu sehen ist. (B) Die

Ratenkonstanten &b zeigten einen linearen Anstieg der Aktivitit. (C) Die Aktivitit konnte durch die Zugabe von CsA reduziert

werden.

werden kann. Zu diesem Ergebnis passt auch, dass in dem LC-MS/MS Phloem-Datensatz
(Abschnitt 3.2.2) nur ein einziges FKBP, ein Homolog zu dem A. thaliana FIKBP62, identifiziert werden
konnte. Im Gegensatz zu der CYP-Familie ist die FKBP-Proteinfamilie demnach im Phloem nur schwach
vertreten.

Nachdem 91 verschiedene BnCYPs identifiziert werden konnten und 20 davon per LC-MS/MS im
Phloem nachgewiesen wurden, bleibt die Frage nach der Funktion von CYPs im Phloem. Der PPlase
Assay mit Phloemexsudat hat gezeigt, dass es im Phloem aktive PPlasen gibt. Um herauszufinden, ob die
abundantesten BnCYPs im Phloem, die 18-19 kDa groBlen Vertreter, fiir die gemessene Aktivitit
verantwortlich sind, sollten einzelne Kandidaten beztglich ihrer Aktivitit iz vitro untersucht werden. Um

dies zu ermdglichen, musste zunichst die Expression und Aufreinigung etabliert werden.

3.3 Expression und Aufreinigung rekombinanter CYPs

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb durch die Etablierung eines Aufreinigungsprotokolls die

Grundlage fiir umfassende 2 vitro Studien an 18-19 kDa gro3en Cyclophilinen gelegt. Die Wahl fiel hierbei
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auf einzelne, im Phloem identifizierte Kandidaten sowie deren Isoformen. Um in nachfolgenden Arbeiten
in vitro Ergebnisse von BnCYPs auf 7# vivo Ergebnisse mit A. thaliana Mutanten tbertragen zu konnen,
wurden nicht nur B. #apus CYPs untersucht, sondern auch deren Homologe aus A. #haliana ausgewihlt. In
Tabelle 18 sind die ausgewihlten CYPs aus B. napus und A. thaliana aufgefihrt. Hierbei sind insbesondere
die Isoformen BnCYP18-5 und BnCYP18-8 interessant, da diese in den LC-MS/MS Analysen in der
Summe ein Vielfaches der Abundanz anderer BnCYPs zeigten. Dies lisst eine essentielle Funktion

vermuten.

Tabelle 18: Ubersicht aller klonierten B. napusund A. thaliana CYPs.

Protein A. thaliana-
Homolog
BnCYP18-2 AtCYP18-4
BnCYP18-3 AtCYP18-4
BnCYP18-4 AtCYP18-3
BnCYP18-5 AtCYP19-1
BnCYP18-6 AtCYP18-3
BnCYP18-8 AtCYP19-1
BnCYP19-1 AtCYP19-3

3.3.1 Das Expressionssystem

Insgesamt wurden 11 Cyclophiline aus B. #apus und A. thaliana Gber die Restriktionsenzyme Ndel und
Xhol erfolgreich in den pET28a+-Vektor eingebracht. Nach der Ligation wurden zunichst E. /i
XL10-Gold Zellen mit den Konstrukten transformiert. Diese Zellen zeichnen sich durch hohe
Transformationsraten aus und eignen sich damit sehr gut fiir die Transformation eines Ligationsansatzes.
Im Anschluss wurden die Plasmide isoliert und sequenziert. Die Sequenzierung ist bei der Arbeit mit
B. napus essentiell, um Isoformen, welche aufgrund ihrer hohen Sequenzidentitit mit den gleichen Primern
amplifiziert werden, voneinander unterscheiden zu kénnen. Die Aminosduresequenzen der
rekombinanten CYPs sind im Anhang in Abschnitt 8.6 aufgefthrt.

Erst nach der Sequenzierung und der damit einhergehenden Bestitigung der Gensequenzen wurden die
pET28a+-Konstrukte in E. /i BL21-Gold (DE3) Expressionszellen eingebracht. Der Stamm E. o/
BL21-Gold (DE3) wurde aus zwei Griinden ausgewihlt. Zum einen spielt die Codonverwendung
zwischen dem Ursprungs- und dem Expressionsorganismus eine wichtige Rolle fiir eine effiziente
Expression. Zum anderen muss der Stamm das gewihlte Expressionssystem unterstiitzen. Beide
Voraussetzungen werden von dem Stamm E. co/i BL21-Gold (DE3) erfillt.

Fir die Proteiniiberexpression wurde das von Studier und Moffatt entwickelte T7 Expressionsystem
verwendet (Studier und Moffatt 1986). Dieses ermdglicht eine induzierbare Expression des Zielgens durch
die Zugabe von IPTG. IPTG inhibiert den /z-Repressor und lisst dadurch die Transkription der
T7 RNA-Polymerase zu. Diese transkribiert daraufhin das Zielgen, welches auf dem pET28a+-Vektor

zwischen T7-Promotor und -Terminator liegt.
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Das rekombinante Protein besitzt neben dem Zielprotein, hier einem CYP, einen tber einen Linker
angekniipften N-terminalen Hiss-Tag. Zudem ist innerhalb des Linkers eine Thrombinschnittstelle
vorhanden. Beides dient dazu, die Aufreinigung iiber eine Ni-NTA-Affinitdtschromatographie und das
anschlieBende Abschneiden des Tags zu ermdglichen. Zusitzlich kann durch den Hise-Tag vor dessen
Abspaltung der Nachweis des rekombinanten Proteins per Western Blot mit einem Antikérper gegen den

Hisg-Tag erfolgen.

3.3.2 Expression und Léslichkeit als Grundlage fiir eine effiziente Aufreinigung

Aus dem Katalog klonierter BnCYPs wurden BnCYP18-4, BnCYP18-5 und BnCYP19-1 als Vertreter fiir
verschiedene Isoformenpaare ausgewihlt (Tabelle 19). Diese sollten exprimiert und mit ihnen  vitro
Experimente durchgefiihrt werden. Entsprechend zu den BnCYPs wurden die Homologe AtCYP18-3
und AtCYP19-3 bearbeitet. Das A. thaliana Homolog zu BnCYP18-5, AtCYP19-1, konnte hierfiir
allerdings nicht rechtzeitig fertiggestellt werden und wird deshalb in den folgenden Versuchen nicht mit

aufgefiihrt.

Tabelle 19: Ubersicht aufgereinigter CYPs, deren theoretisches Molekulargewicht MWeor und isoelektrischen

Punkt plineor.
His, = CYP = CYP
mit Hise-Tag nach Verdau
Protein MW iheor pItheor MW iheor pItheor
BnCYP18-4 20,5 kDa 8,7 18,6 kDa 8,4
BnCYP18-5 20,5 kDa 8,6 18,7 kDa 8,3
BnCYP19-1 21,8 kDa 8,3 19,9 kDa 7,8
AtCYP18-3 20,5 kDa 8,3 18,7 kDa 7,9
AtCYP19-3 21.1 kDa 83 19.2 kDa 7.9

Die Etablierung einer Aufreinigung beginnt mit der Anpassung der Expressionsbedingungen. Hierbei
werden Faktoren wie der Expressionsstamm, die Temperatur oder die Induktionsdauer variiert, um eine
optimale Expression zu erreichen. In Abbildung 17A ist ein solcher Expressionstest flr unterschiedliche
Temperaturen (18 °C, 24 °C und 37 °C) am Beispiel von BnCYP18-4 gezeigt. Wie hier zu sehen ist, wurde
das Protein in E. w/i BL21-Gold (DE3) Zellen in groflen Mengen exprimiert. Die maximale Menge an
Protein wurde nach 3 h erreicht. Dies stimmt auch mit der in Studier und Moffatt (1986) empfohlenen
Induktionsdauer von 3 h tiberein.

Die Induktion mit 1 mM IPTG bei einer ODgoo von 0,4, 0,6 oder 1,0 zeigte keine Unterschiede, sodass fir
die folgenden Versuche bei einer ODgoo von 1,0 induziert wurde. Sowohl das gezeigte BnCYP18-4, als
auch BnCYP18-5, BnCYP19-1, AtCYP18-3 und AtCYP19-3 zeigten in allen Testreihen sehr dhnliche
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Abbildung 17: Expression von rekombinanten CYPs. (A) Fur jedes CYP wurde ein Expressionstest bei 18 °C, 24 °C und
37 °C durchgefuhtt. Hier ist die SDS-PAGE von BnCYP18-4 stellvertretend fiir alle untersuchten CYPs gezeigt. Ein Pfeil
markiert das exprimierte Protein. (B) SDS-PAGE aller rekombinanten CYPs nach 0 h und 3 h Expression bei 37 °C. (C) Ein

Western Blot mit einem Antikérper gegen den Hisg-Tag bestitigt die Expression der rekombinanten Fusionsproteine.

Ergebnisse. Deshalb konnte ein einheitliches Protokoll ausgearbeitet werden (Induktion bei ODgoo = 1,0,
Expression bei 37 °C fiir 3 h). Wie eine Expression nach diesem Protokoll fiir alle fiinf CYPs aussah, ist in
Abbildung 17B zusammengefasst. Dass es sich bei der nach der Expression auftretenden, starken Bande
um ein rekombinantes Protein mit einem Hiss-Tag handelt, konnte mit einem Western Blot bestitigt
werden (Abbildung 17C).

Nach erfolgreicher Expression wird das Protein im néchsten Schritt wihrend der Zelllyse in einem Puffer
aufgenommen. Dieser muss vor allem ein Kriterium erfiillen: Das Protein muss darin 16slich sein. Um
herauszufinden, welcher Puffer, pH oder zusitzliche Additive dafiir notwendig sind, wurde ein
Loslichkeitstest durchgefithrt. Dieser wird in Abbildung 18 wieder exemplarisch fiir alle bearbeiteten
CYPs anhand von BnCYP18-4 gezeigt. Die Auswahl orientierte sich dabei an Puffern, welche sich fir die
Aufreinigung von pflanzlichen CYPs bereits bewihrt hatten (Gasser ef a/. 1990; Vasudevan ef al. 2012;
Campos e al. 2013; Kaur et al. 2015). Es wurden drei verschiedene Puffer, zwei pH-Werte sowie die
Additive NaCl, Glycerol, EDTA, DTT, Triton X-100 und KCl in unterschiedlichen Kombinationen
getestet. Wichtig ist hierbei, dass der pH-Wert des Puffers nicht exakt gleich zu dem pl des Proteins ist, da
dieses dann eine neutrale Ladung besitzt und somit minimal 16slich ist. Die plmeo-Werte sind deshalb zur
Ubersicht in Tabelle 19 aufgefiihrt. Puffer Nr. 13 wurde in Campos e a/. (2013) fiir den PPlase Assay
verwendet und sollte hier mit getestet werden.

Im Zuge des Versuchs wird eine Zentrifugation bei 20.000 x g fiir 20 min durchgefiithrt. Diese sorgt dafiir,

dass Zellfragmente und unlosliche Proteine im Pellet gesammelt werden. Im Gegensatz zu diesen sollte
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Abbildung 18: Loslichkeitstest von BnCP18-4. (A) Ubersicht der verwendeten Puffer fiir den Loslichkeitstest. (B) SDS-PAGE
des Loslichkeitstests von BnCYP18-4, welches reprisentativ fiir alle bearbeiteten CYPs gezeigt wird. Die Nummern stehen fiir die
verwendeten Puffer aus (A). Als Vergleich fiir die BnCYP18-4-NH-Bande dient das unbehandelte Gesamtzellpellet nach 3 h
Induktion (= 3 h).

sich das 16sliche Protein im Uberstand befinden. Deshalb wurde neben dem Uberstand zur Kontrolle
auch immer das Pellet betrachtet, da dieses zeigt, ob ein Teil des Proteins unl&slich ist.

BnCYP18-4 zeigte eine gute Loslichkeit in allen getesteten Puffern (Abbildung 18). Nahezu das gesamte
Protein befand sich im Uberstand und nur ein geringer Anteil im Pellet. BaCYP19-1 zeigte ein #hnliches
Ergebnis, auch dieses war in simtlichen Puffern 16slich. Daraufthin wurde eine generell gute Loslichkeit
der schr dhnlichen 18-19 kDa BnCYPs und AtCYPs angenommen und der Puffer fir die
Proteinaufreinigung (20 mM Tris/HCI pH 7,4, 300 mM NaCl) fur alle CYPs verwendet. Diese zeigten in

diesem Puffer sowohl vor, als auch nach dem Verdau trotz Anderung des pl eine sehr gute Léslichkeit.

3.3.3 Die Proteinaufreinigung

Neben der Expression und Léslichkeit ergab auch die Etablierung der Proteinaufreinigung fiir alle
bearbeiteten CYPs schr dhnliche Ergebnisse, sodass ein Standardprotokoll fir die Aufreinigung aller
18-19 kDa groen BnCYPs und AtCYPs erarbeitet werden konnte. Dieses kombiniert Affinitits- und
GroBenausschlusschromatographie. Eine Ubersicht aller Schritte und ihrer Ergebnisse ist in Abbildung 19
fiir BnCYP18-4 wieder exemplarisch fiir alle aufgereinigten CYPs dargestellt.

Nach der Expression und Lyse wurde als erster Schritt der Aufreinigung eine Ni-NTA
Affinititschromatographie durchgefithrt (Abbildung 19A). Unspezifisch gebundene Proteine wurden
durch Waschen der Sdulenmatrix mit 10 mM Imidazol zum GroB3teil entfernt. Im Gegensatz zu diesen

konnte das rekombinante Protein aufgrund des Hiss-Tags an zweiwertige Nickelionen der Ni-NTA-Matrix
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binden. Um das Hiss-getaggte Protein nach dem Waschen spezifisch zu eluieren, wurden 200 mM
Imidazol eingesetzt. Nach der SDS-PAGE war gut zu erkennen, dass damit eine groBe Menge an
BnCYP18-4-NH eluiert werden konnte (E1-E4). Lediglich ein kleiner Anteil an Protein verblieb an die
Matrix gebunden, was durch eine Elution mit 1000 mM Imidazol gezeigt werden konnte (E5).

Nach der Affinititschromatographie wurde das zur Elution bendtigte Imidazol durch Dialyse entfernt, da
dieses den anschlieBenden Thrombinverdau behindert. Trotzdem zeigte der Verdau nur etwa 50 %

Effektivitit (Abbildung 19B). Auch vetlingerte Inkubationszeiten brachten hier keine Verbesserung.
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Abbildung 19: Ubersicht der Aufreinigung von BnCYP18-4. (A) SDS-PAGE der ersten Ni-NTA-Affinititschromatographie.
0 h = vor Induktion, 3 h = nach 3 h Induktion, P = Lysat Pellet, U = Lysat Uberstand, DL = Durchlauf, W = Waschfraktion,
E = Elutionsfraktion. (B) Analyse der Proben nach Dialyse und Thrombinverdau per SDS-PAGE. 3 h = nach 3 h Induktion,
E = vereinigte FElutionsfraktionen 1-5 der 1.Ni-NTA, D =Enach 24h Dialyse, V=Enach 16h Thrombinverdau.
(C) Chromatogramm und SDS-PAGE der GrofBenausschlusschromatographie. E1 = Elutionsfraktion 1 der ersten Ni-NTA-
Affinititschromatographie, 3-14 = Fraktionen der GréBenausschlusschromatographie. (D) SDS-PAGE der zweiten Ni-NTA-
Affinititschromatographie. G = vereinigte Fraktionen 06-14 der GréBenausschlusschromatographie, DL = Durchlauf,
W = Waschfraktion, E = Elutionsfraktion. (E) Alle finf ausgewihlten CYPs konnten mit diesem Protokoll erfolgreich

aufgereinigt werden und zeigen eine einzelne Bande auf der SDS-PAGE. Es wurde jeweils 1 ug Protein aufgetragen.
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Mochte man Protein ohne Hiss-Tag aufreinigen, ist dies natiirlich ein Nachteil, da etwa die Hilfte an
Protein verloren geht. Allerdings bietet dies dafir den Vorteil, dass Proteine mit und ohne Hiss-Tag
parallel aufgereinigt werden kénnen. Denn fiir einige iz vitro Versuche, wie einen Far-Western Blot oder
einen Pulldown-Assay, ist Protein mit Tag notwendig.

Nach dem Verdau folgte eine GréBenausschlusschromatographie (Abbildung 19C). In den Fraktionen 3
bis 14 sind BnCYP18-4 und BnCYP18-4-NH enthalten. Die Auftrennung reichte nicht aus, um Protein
mit Tag (BnCYP18-4-NH) und Protein ohne Tag (BnCYP18-4) voneinander zu trennen, da der
Unterschied zwischen diesen beiden nur 1,9 kDa betridgt. Um diese Trennung zu erreichen, wurde deshalb
eine zweite Ni-NTA-Affinititschromatographie durchgefiihrt (Abbildung 19D). BnCYP18-4, also Protein
ohne Tag, kann nicht mehr an die Ni-NTA-Matrix binden und befand sich somit im Durchlauf sowie den
ersten Waschfraktionen. Im Gegensatz dazu hatte BnCYP18-4-NH an die Matrix gebunden und konnte
erneut mit 200 mM Imidazol eluiert werden.

Das prisentierte Protokoll fiir die Proteinaufreinigung hat sich fiir alle fiinf CYPs bewiéhrt. In Abbildung
19E sind die aufgereinigten BnCYPs und AtCYPs gezeigt. Aufgrund der groBen Ahnlichkeit wird
angenommen, dass sich mit diesem Standardprotokoll auch andere 18-19 kDa grofie BnCYPs und

AtCYPs aufreinigen lassen.

3.3.4 BnCYPs kénnen unterschiedliche Redoxzustinde einnehmen

Interessanterweise tauchten wihrend dem gesamten Verlauf der Expression und Aufreinigung von
BnCYPs und AtCYPs immer wieder Doppelbanden auf den SDS-PAGE-Gelen auf. Diese schienen
unabhingig von Puffer und Methode zu sein und lieBen sich auch nicht durch die Behandlung der Probe
erkldren. Tatsdchlich ldsst sich dieses Phinomen aber dem Redoxzustand des Proteins zuschreiben. In
vorausgehenden Studien konnte fir CYPs (AtCYP20-3 aus A. thaliana, CsCYP aus Citrus sinensis, SmCYP
aus Schistosoma mansoni) gezeigt werden, dass verschiedene Cysteinpaare Disulfidbriicken bilden kénnen
(Laxa e al. 2007, Campos ¢t al. 2013; Gourlay ¢f al 2007). Es wurde auch gezeigt, dass diese in ihrer
oxidierten Form eine Verschiebung der Bande in der SDS-PAGE bewirken und damit der Redoxzustand
des Proteins analysiert werden kann (Laxa ez a/ 2007). Vergleicht man die in dieser Arbeit untersuchten
BnCYPs und AtCYPs, sind unter diesen vier Cysteine konserviert, welche hinsichtlich ihrer Lage in der
Tertidrstruktur potentiell Disulfidbriicken bilden kénnten. Ahnlich zu dem in Laxa e /. beschriebenen
Experiment wurde deshalb ein gelbasierter Proteinmobilititsversuch durchgefiihrt.

Hierfiir wurde ein Reduktionsmittel (DTT) zu aufgereinigtem, vorher oxidiertem Protein titriert. Dies
beeinflusste dessen elektrophoretische Mobilitit in einer denaturierenden SDS-PAGE, hier gezeigt am
Beispiel von BnCYP18-4 und BnCYP19-1 (Abbildung 20). Daraus lisst sich schlieBen, dass die Oxidation
zu der Ausbildung von Disulfidbriicken fiihrt. Oxidiertes Protein scheint kompakter zu sein und schneller
zu migrieren als die reduzierte, komplett entfaltete Variante.

Interessant ist auch, dass nur oxidiertes Protein Dimere bilden kann. Die Dimerbanden in Abbildung 20

sind fir BnCYP18-4 bei 0 und 1 mM DTT sehr schwach ausgeprigt, bei hoheren DTT-Konzentrationen
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BnCYP18-4 BnCYP19-1 Abbildung 20: Nachweis von Redox-
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einem Proteinmobilititsexperiment untersucht.

Hierfir wurden die Proteine vor der Reduktion

mit DTT mit CuSOy oxidiert. Zum Vergleich

wurde  eine unbehandelte  Proteinprobe

aufgetragen (K = unbehandelte Kontrolle).

sind sie nicht zu sehen. Daraus kann geschlossen werden, dass nur ein sehr kleiner Anteil an oxidiertem
Protein dazu tendiert, Dimere zu bilden. Fur BnCYP19-1 ldsst sich nicht eindeutig sagen, ob eine sehr
schwache Bande vorhanden ist. Um dies genauer zu untersuchen, miisste man entweder eine héhere
Proteinkonzentration auftragen oder einen Western Blot durchfithren, da dieser sensitiver ist, als eine
Coomassie-Firbung.

Hinsichtlich der Frage, weshalb in vorherigen Experimenten hin und wieder Doppelbanden aufgetaucht
sind, gibt die DTT-Konzentration die Antwort. StandardmiBig sind in SDS-Probenpuffer 10 mM DTT
enthalten. Wie in Abbildung 20 aber zu sehen ist, scheinen 10 mM DTT das oxidierte BnCYP18-4 Protein
nicht vollstindig reduzieren zu kénnen. Nach einer ErhShung der DTT-Konzentration im SDS-
Probenpuffer auf 20 mM sind in den nachfolgenden Versuchen keine Doppelbanden mehr aufgetreten.
Dass unbehandelte Proben aus einem Gemisch von reduziertem und oxidiertem Protein bestehen, stimmt
auch mit den Ergebnissen aus Campos ¢z 4/ (2013) fiir CsCYP iiberein. Auch dort wurde ohne die Zugabe
von Oxidations- oder Reduktionsmitteln eine Mischung von oxidierten und reduzierten Cysteinen
nachgewiesen. Der Nachweis wurde hier massenspektrometrisch erbracht und es konnte gezeigt werden,
dass zwei Cysteine (C40 und C168) eine Disulfidbriicke bilden kénnen.

Anhand des hier durchgefithrten Versuchs lie3 sich somit zeigen, dass in BnCYP18-4 und BnCYP19-1
Disulfidbriicken gebildet werden kénnen. Auffillig ist hierbei, dass BnCYP18-4 drei Banden auf dem Gel
zeigte, wihrend bei BnCYP19-1 nur zwei Banden zu sehen waren. Hier scheint es einen Unterschied
zwischen den beiden Proteinen zu geben, der mit diesem Versuch allerdings nicht erklirt werden konnte.
Zudem wurde fiir CYPs eine disulfidbriickenabhingige Redoxregulation postuliert (Campos e a/. 2013).
Da fiir die Diskussion der Redoxregulation aber sowohl die Aktivitit als auch die Struktur mit einbezogen

werden miissen, wird diese an spiterer Stelle detailliert diskutiert (Abschnitt 3.5.5).

3.4 Nachweis der Enzymaktivitit von rekombinanten B. napus und A. thaliana

CYPs

Die heterolog exprimierten und aufgereinigten BnCYP18-4, BnCYP18-5 und BnCYP19-1 sowie
AtCYP18-3 und AtCYP19-3 wurden nun hinsichtlich ihrer PPlase Aktivitat untersucht. Hierfir konnte
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der PPIase Assay fir die Messung von 0 bis 50 nM Protein etabliert werden. Dabei stieg die gemessene
Absorption schneller, je mehr CYP enthalten war (Abbildung 21A). Dies fiihrte dazu, dass der
Reaktionsverlauf bei Konzentrationen >50 nM nicht mehr mit einer Reaktionsgleichung 1. Ordnung
angenihert werden konnte, da die Reaktion innerhalb weniger Sekunden vollstindig abgelaufen war.
Ahnliche Beobachtungen wurden bereits von Fischer e a/. (1984) beschrieben. Gleichzeitig ist die
Reaktion temperaturabhingig. Mit héherer Temperatur liuft die Reaktion schneller ab und das Plateau ist
selbst bei niedrigen Proteinkonzentrationen innerhalb weniger Sekunden erreicht. Deshalb wurde der
Assay konstant bei 4 °C durchgefiihrt, um einerseits die Aufnahme der Reaktion zu erméglichen und
andererseits die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Messungen gewihrleisten zu kénnen.

Alle finf ausgewihlten CYPs zeigten eine Isomeraseaktivitit in dem etablierten PPlase Assay. Aus den
Rohdaten (Abbildung 21A) konnten die Ratenkonstanten der PPlasen (fisomerase) berechnet werden. Diese

zeigten gegen die Konzentration aufgetragen einen linearen Anstieg (Abbildung 21B). BnCYP18-4 und
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Abbildung 21: Bestimmung der Enzymaktivitit und Inhibierungskinetik von rekombinanten BnCYPs und AtCYPs.
(A) Die PPlase Aktivitit kann durch die Aufnahme der Absorption des umgesetzten Substrats bestimmt werden. Gezeigt sind
reprisentative, normalisierte Rohdaten von BnCYP18-4 gemessen in einem Konzentrationsbereich von 0,5 bis 50 nM. (B) Der
Einfluss der Proteinkonzentration auf die Ratenkonstanten der Isomerisierungsreaktion fithrt zu einem linearen Anstieg. Alle Fits
haben einen korr. R>-Wert >0,99. BnCYP18-4 und BnCYP19-1 besitzen eine nahezu identische Aktivitit, sodass deren Fits
ibereinanderliegen. (C) Um die Inhibierung der PPlase Aktivitit zu bestimmen wurde die Inhibitorkonzentration variiert. Gezeigt
sind reprisentative, normalisierte Rohdaten der Inhibierung von 5 nM BnCYP18-4 durch CsA mit Inhibitorkonzentrationen von
0,5 bis 1000 nM. (D) Die PPlase Aktivitit zeigt in der Dosis-Wirkungs-Kutve eine Konzentrationsabhingigkeit gegentiber der
CsA-Konzentration (korr. R* >0,99).

70



Ergebnisse & Diskussion

BnCYP19-1 besallen mit 9,0 £ 0,26 s'uM-! und 9,07 = 0,17 s uM-! eine nahezu identische katalytische
Aktivitit. Im Vergleich dazu hat BnCYP18-5 mit 5,30 £ 0,04 s' uM-! eine etwas geringere Aktivitit,
dhnlich zu AtCYP18-3 mit 6,94 £ 0,04 s uM-!. Die Aktivitit von AtCYP19-3 wurde bereits in einer
vorherigen Studie untersucht, zeigte dort einen £/ Kn-Wert von 2,7 st uM-! (Kaur ¢# a/ 2015) und war
damit nur halb so hoch wie in dem hier durchgefithrten PPlase Assay mit 4,91 £ 0,05 s uM-1. Dieser
Unterschied kénnte daraus resultieren, dass der Versuch hier unter optimierten Bedingungen durchgefiihrt
wurde. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die ermittelten Aktivititen im gleichen Rahmen wie
die anderer pflanzlicher CYPs aus .A. thaliana, Ricinus ccommnnis, Oryza sativa, Zea mays, Spinacia oleracea sowie
Citrus sinensis bewegen (zusammengefasst in Kaur e# a/. 2015). Im Vergleich dazu besitzt HsCYPA eine
katalytische Aktivitit von 1,4 s uM-! und ist damit auch dhnlich aktiv (Daum ez a/. 2009).

Die Zugabe von CsA resultierte in reduzierten Isomerisierungsraten (Abbildung 21C), welche anhand
einer Dosis-Wirkungs-Kurve visualisiert werden kénnen (Abbildung 21D). Aus der Dosis-Wirkungs-
Kurve konnte auch der ICs bestimmt werden. Mit dem durchgefithrten Versuch konnte somit
nachgewiesen werden, dass CsA fir alle fiinf untersuchten Cyclophiline als Inhibitor wirkt. Dabei
resultierten CsA-Konzentrationen iiber 500 nM in einer kompletten Inhibierung der Reaktion. Der ICso
der Inhibitionskinetik zeigte, dass BnCYP18-4 (14,2 = 2,5 nM), BnCYP18-5 (22,4 £ 2,1 nM), BnCYP19-1
(16,6 = 2,0 nM), AtCYP18-3 (14,8 £ 2,6 nM) und AtCYP19-3 (20,4 £ 2,5nM) CsA mit nur geringen
Affinititsunterschieden gebunden haben.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die untersuchten CYPs alle eine 4hnliche Aktivitit und
Inhibierungskinetik besitzen. Zur Kontrolle wurden die Proteine zusitzlich durch Hitze denaturiert (95 °C
fir 10 min) und danach im PPlase Assay eingesetzt. Wie fir BnCYP18-5 in Abbildung 22A gezeigt,
konnte das denaturierte Enzym keine Isomerisierung mehr durchfithren, es war inaktiv. Die Reaktion

verlief daher genauso wie die der unkatalysierten Isomerisierungsreaktion. Diesen Aktivititsverlust durch
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die Denaturierung zeigten alle getesteten CYPs, was nicht nur anhand der Rohdaten, sondern auch durch
die daraus berechneten Ratenkonstanten 4ops deutlich wird (Abbildung 22B). Letztendlich lisst sich aus
diesem Versuch riickschlielen, dass die rekombinanten CYPs vor ihrer Denaturierung in ihrer nativen,

gefalteten, aktiven Form vorlagen.

3.41 Der PPIase Assay: Ein Kompromiss aus Genauigkeit und Durchfiihrbarkeit

Kleine Unterschiede im PPlase Assay mussen vorsichtig behandelt werden, was im Folgenden am Beispiel
der unkatalysierten Reaktion verdeutlicht werden soll. In Abbildung 23A sind die Rohdaten mehrerer
Messungen der unkatalysierten Reaktion gezeigt (n=19), welche an unterschiedlichen Tagen
aufgenommen wurden. Es ist offensichtlich, dass eine einzelne Messung nicht reprisentativ ist. Auch die
berechneten Ratenkonstanten zeigen mit ihrer starken Streuung das gleiche Bild (Abbildung 23B). Die
Schwankungen sind tagesabhingig und koénnten unter anderem durch das Substrat verursacht werden.
Denn nur das cis-Isomer des Substrats wird im Assay umgesetzt, welches mit einem Anteil von 40 bis
60 % in Losung vorliegt. Laut Kofron e# a/. (1991) kénnte diese Varianz durch Spuren von Feuchtigkeit in
der hygroskopischen Substrat-DMSO-Stammlésung entstehen. Messungen katalysierter Reaktionen
mehrerer Tage konnen deshalb nicht direkt miteinander verglichen werden. Sie miissen immer auf die
Kontrolle, die unkatalysierte Reaktion, bezogen werden. Gleichzeitig wird hiermit auch klar, dass fir eine
zuverldssige Auswertung des Assays mehrere Replikate gemessen werden miissen. Die Herausforderung
besteht also darin, eine Vereinbarkeit zwischen der Anzahl an Replikaten und der Durchfihrbarkeit zu
finden. Als Kompromiss wurden deshalb jeweils drei Replikate aufgenommen, um zuverlidssige Ergebnisse
zu erhalten und zugleich die Durchfiihrung des mehrstiindigen Assays in einem angemessenen Rahmen zu

halten.
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Abbildung 23: Eine Mehrfachmessung der unkatalysierten Reaktion verdeutlicht die Varianz des PPIase Assays. Bei
der unkatalysierten Reaktion wird keine PPlase hinzugegeben, sodass die spontane Isomerisierungsreaktion gemessen werden
kann. (A) Die mehrfache Wiederholung der Messung (n = 9) an unterschiedlichen Messtagen verdeutlicht die Varianz bereits
beim Anblick der Rohdaten. Hierbei ist auch deutlich zu sehen, dass die ersten 2 Messpunkte maskiert werden miissen (markiert
mit 0). (B) Folglich zeigt die Ratenkonstante der unkatalysierten, spontanen Isomerisierungsrektion (4g) eine hohe Varianz im

Box-Plot.
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3.4.2 Ein Fazit zur Analyse det Enzymaktivitit

Abschliefend ldsst sich in Bezug auf die Fragestellung, ob einzelne BnCYP Kandidaten eine PPlase
Aktivitit vorweisen konnen, Folgendes zusammenfassen: Alle drei getesteten BnCYPs, BnCYP18-4,
BnCYP18-5 und BnCYP19-1, besitzen eine PPlase Aktivitit, die durch CsA inhibiert werden kann.
Hervorzuheben ist, dass die gemessenen Aktivititen sehr dhnlich zueinander sind, was fiir eine dhnliche
Wirkungsweise sprechen kénnte. Hinzu kommt, dass alle drei BnCYPs im Phloemexsudat nachgewiesen
werden konnten und so der Schluss naheliegt, dass die gemessene Aktivitit des Phloemexsudats durch ein
Gemisch von CYPs zustande kommt. Hieraus ergibt sich die Frage, ob die CYPs aufgrund ihrer
essentiellen Funktion als Faltungshelfer redundant sind oder sich zum Beispiel durch unterschiedliche
Interaktionspartner voneinander unterscheiden kénnten. Um diese Frage beantworten zu kénnen, ist eine
Kenntnis der Struktur entscheidend, da nur so kleine, aber maf3gebende Unterschiede aufgelést werden
kénnen. Dementsprechend wurden die drei ausgewihlten CYPs in den folgenden Experimenten

strukturbiologisch untersucht.

3.5 Strukturelle Analyse von single-domain B. napusund A. thaliana CYPs

Fir die strukturelle Analyse eines Proteins sind zwei Faktoren ausgesprochen wichtig: eine mdglichst
exakte Beschreibung der Struktur und deren Flexibilitit. Um dies zu gewihrleisten, bietet sich die
Kombination von zwei unterschiedlichen Methoden an, zum einen die Proteinkristallographie zur exakten
Strukturbestimmung und zum anderen die Kleinwinkelréntgenstreuung (SAXS), bei der das Protein in
einem nativ dhnlichen Zustand ist. Mit beiden Methoden kénnen Daten aus der Beugung von
Roéntgenstrahlen an einer Elektronenverteilung gewonnen werden. Einen der gréfiten Unterschiede
zwischen den beiden Methoden stellt die bendétigte Probe dar. Im Gegensatz zur Proteinkristallisation
bietet SAXS nimlich die Moglichkeit, die Struktur von Proteinen in Lésung zu untersuchen, wodurch
auch dynamische Prozesse in einer variablen Umgebung betrachtet werden kénnen. Die Methoden
unterscheiden sich jedoch in der Aufldsung. Wihrend durch die Analyse von Proteinkristallen eine
brillante Auflésung von bis zu 0,1 nm erreicht werden kann, erreicht SAXS eine Auflésung von bis zu
1-2nm (Feigin et al. 1987). Somit erlaubt eine Kombination dieser Methoden eine hohe Auflésung

(Kristallisation) mit gleichzeitiger Aufklirung der Dynamik (SAXS).

3.5.1 SAXS-Messungen zur Bestimmung der Struktur in Lésung

Passend zu den Daten aus dem PPlase Assay wurden dieselben drei BnCYPs, BaCYP18-4, BnCYP18-5
und BnCYP19-1, sowie das Homolog zu BnCYP19-1, AtCYP19-3, mit SAXS strukturell untersucht.
Grundlegend fiir die Bestimmung der Struktur von Makromolekilen in Lésung mit SAXS ist eine hohe
Probenqualitit, da alle einzelnen Bestandteile der Lésung zur detektierten Streuintensitit beitragen. Neben

dem zu untersuchenden Protein sind dies vor allem Pufferkomponenten und Wasser, aber auch eventuell
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vorhandene Kontaminationen und Aggregate. Letztere fithren zu einer deutlichen Verschlechterung der
Datenqualitit (Jeffries ez 2/ 2016). Nach der Proteinaufreinigung muss deshalb im Zuge der Proben-
vorbereitung ausgeschlossen werden, dass sich Kontaminationen oder Aggregate in der Lésung befinden.
Genauso muss der Oligomerisierungsgrad des Proteins untersucht und eine Monodispersitit der Probe
nachgewiesen werden.

Um die Datenqualitit sicherzustellen wurden die Proben deshalb vor der SAXS-Messung per SDS-PAGE
und dynamischer Lichtstreuwung (Dynamic Light Scattering, DLS) Gberprift. Die SDS-PAGE der fiir SAXS
vorbereiteten Proteine zeigte, wie nach der Aufreinigung iiblich, eine einzelne Proteinbande und schloss
damit Kontaminationen durch andere Proteine aus (wie in Abbildung 19E). Im Gegensatz zu dem
gelbasierten Nachweis per SDS-PAGE, ist der Nachweis tber die Streuung von Licht an Partikeln
sensitiver und bietet den Vorteil, dass Oligomere, welche durch die Dentaurierung der Probe auf der SDS-
PAGE nicht sichtbar sind, detektiert werden kénnen. Dies ist fiir SAXS besonders wichtig, da das Protein
fiir solch eine groflensensitive Methode monodispers vorliegen muss. Mit DLS kénnen Radien bis zu
wenigen nm gemessen werden. Somit kénnen auch kleine Proteine wie die CYPs mit DLS auf
Monodispersitit Giberpriift werden, bewegen sich aber am unteren Rand des Auflésungsbereichs (Stetefeld
et al. 2016). Abbildung 24 zeigt die GroBenverteilungen der hydrodynamischen Radien (Rn) der vier
Proben mit einer Proteinkonzentration von 4,2 bis 4,8 mg/ml. Hier ist deutlich zu sehen, dass in keiner
der Proben Kontaminationen, unterschiedliche Oligomerisierungszustinde oder grofle Aggregate
enthalten waren. Der berechnete Ry bewegt sich fiir alle vier CYPs zwischen 2 und 3 nm. Somit konnte
der Nachweis reiner, monodisperser Proben erfolgreich erbracht werden. Auch DLS-Analysen
unterschiedlicher Proteinkonzentrationen mit bis zu 20 mg/ml zeigten keine Oligomerisierung oder
Aggregatbildung, was verdeutlicht, dass Cyclophiline selbst bei hohen Konzentrationen monodispers

vorliegen und nicht zu Polydispersitit tendieren.
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Obwohl bereits gezeigt werden konnte, dass pflanzliche CYPs auch bei hohen Konzentrationen
monodispers vorliegen, muss fiir SAXS-Experimente neben der Probenqualitit immer noch die -quantitit
Beachtung finden. Denn es gibt neben der bereits untersuchten Aggregatbildung weitere konzentrations-
abhingige Effekte, welche das Streuprofil beeinflussen. Hierbei ist vor allem eine interpartikulire
Wechselwirkung, welche entweder als Anziehung oder Absto3ung von Partikeln zueinander wirken kann,
zu nennen. Sowohl eine Aggregatbildung als auch interpartikulidre Effekte beeinflussen das Streuprofil,
insbesondere bei sehr kleinen Streuwinkeln, und zeigen mit steigender Proteinkonzentration einen
stirkeren Einfluss. Des Weiteren dndert sich auch das Signal-zu-Rausch Verhiltnis mit der Konzentration
und ist ein wichtiges Mal3 fir die Qualitit der Streudaten. Fir jedes Protein wurden deshalb bis zu vier
unterschiedliche Proteinkonzentrationen zwischen 1 und 8 mg/ml eingesetzt. Wie in Abbildung 25A am
Beispiel von BnCYP19-1 gezeigt ist, verliefen die Streukurven aller Konzentrationen gleich, wobei sich
das Signal-zu-Rausch Verhiltnis mit steigender KKonzentration gerade im Bereich groBerer Winkel deutlich
verbesserte. Das gleiche Verhalten konnte auch fiir BnCYP18-4, BnCYP18-5 und AtCYP19-3 beobachtet
werden.

Neben der Beurteilung der Streukurve bietet auch der Gyrationsradius (Ky) die Moglichkeit,
konzentrationsabhingige Effekte aufzuzeigen. Hierbei wiirde die Abnahme des K, auf eine
interpartikulire AbstoBung bzw. die Zunahme des R, auf eine interpartikulire Anziehung oder
Aggregatbildung hinweisen (Jacques und Trewhella 2010). Keines der vier CYPs zeigte eine solche
Konzentrationsabhingigkeit des Rg; (Abbildung 25B). Genauso zeigten weder die Vorwirtsstreuung 1(0)
noch das daraus berechnete Molekulargewicht eine Konzentrationsabhingigkeit. Somit konnte die
Auswertung mit den Daten der héchsten Qualitit, welche denen der héchsten Konzentration mit dem

besten Signal-zu-Rausch Verhiltnis entsprachen, durchgefihrt werden. Dies sind die Messungen von
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Abbildung 25: Analyse konzentrationsabhingiger Effekte per SAXS. (A) Streukutven von 1,6 bis 7,1 mg/ml BnCYP19-1.
Alle Konzentrationen zeigen den gleichen Kurvenverlauf, wobei das Signal-zu-Rausch Verhiltnis mit steigender Konzentration
abnimmt. Rot markiert ist die Streukurve, mit welcher die weitere Auswertung durchgefithrt wurde. Fir die Darstellung wurden
die Kurven mit einem Offset von 1 willk. Einh. nach oben verschoben. (B) Ein Indiz fiir konzentrationsabhingige Effekte liefert

der Graph R, vs. ¢. Hier kann fiir keines der vier CYPs eine Konzentrationsabhingigkeit des R, beobachtet werden.
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3,1 mg/ml BnCYP18-4, 4,2 mg/ml BnCYP18-5, 7,1 mg/ml BnCYP19-1 und 7,7 mg/ml AtCYP19-3.

Die Streukurven aller vier CYPs waren sehr dhnlich zueinander und zeigten einen typischen
Kurvenverlauf fiir globulire Proteine (Kikhney und Svergun 2015), wobei BnCYP18-4 und BnCYP18-5
aufgrund ihrer geringeren Konzentration ein schlechteres Signal-zu-Rausch Verhiltnis zeigten, als
BnCYP19-1 und AtCYP19-3 (Abbildung 26A). In der Auftragung nach Guinier (Guinier 1939) zeigten die
Daten bei sehr kleinen Winkeln einen linearen Verlauf (Abbildung 26B). Dieser ist ein weiteres Indiz
dafiir, dass weder interpartikulire Wechselwirkungen noch Polydispersitit die Streukurve beeinflussen. In
Tabelle 20 sind die fiir die Guinier-Anniherung verwendeten Parameter wie die Grenzen smin und sR, max
sowie das Qualititsmal3 R? angegeben. Fir eine Sphire uniformer Streudichte gilt fiir die Guinier-
Anniherung ein oberes Limit (sR, max) von <1,3 (Feigin e¢# /. 1987). Dieses konnte fiir die Anndherung
der CYP-Daten angelegt werden und spricht damit bereits fiir eine gleichmilige, globulire Form.

Auch die P(n)-Funktion, welche eine Verteilung aller Elektronenpaardistanzen eines Partikels darstellt,
zeigt mit ihrem glockenférmigen Verlauf eine typische Verteilung fiir globuldre Proteine (Abbildung 26C).

Allerdings war hier bereits ersichtlich, dass es eine geringe Anzahl an gréBeren Distanzen gab, was fiir
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Abbildung 26: Vergleich der mit SAXS untersuchten CYPs. Die Auswertung etfolgte mit den Messdaten von 3,1 mg/ml
BnCYP18-4, 4,2 mg/ml BnCYP18-5, 7,1 mg/ml BnCYP19-1 und 7,7 mg/ml AtCYP19-3. (A) Vergleich der fiir die Auswertung
verwendeten Streukurven. (B) Die lineare Guinier-Region liefert sowohl einen Nachweis fiir die Qualitit der Proben, als auch den
R, und die Vorwirtsstreuung 1(0). Vor der Darstellung wurden die Daten aufeinander skaliert. (C) Die P(r)-Funktion zeigt einen
glockenférmigen Vetlauf. (D) Der dimensionslose Kratky Plot ermdglicht einen direkten Vergleich der Form verschiedener

Proteine, unabhingig von deren Gréfie und Konzentration.
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einen kleinen, vetrlingerten, aus der globuliren Form herausragenden Bereich spricht. Die tber die
Guinier-Anniherung und die P(r)-Funktion unabhingig voneinander bestimmten Rg- und I(0)-Werte
(siche Tabelle 20) lagen sehr nah beieinander und zeigten hiermit eine starke Selbstkonsistenz der
Streuprofile (Trewhella e a/ 2017).

Mit einem dimensionslosen Kratky Plot (Kratky 1982) kann aus den Streudaten der Anteil an gefalteten
bzw. flexiblen Bereichen bestimmt werden. Wie es fiir globuldre Proteine typisch ist, zeigte dieser fiir alle
vier CYPs einen glockenférmigen Kurvenverlauf mit einem Maximum von 1,1 bei sR, = V3 (Abbildung
26D). Allerdings war fir die beiden groBeren CYPs, BnCYP19-1 und AtCYP19-3, eine leichte

Verschiebung des Maximums nach rechts oben zu sehen. Dies weist darauf hin, dass diese Proteine in

Tabelle 20: Zusammenfassung der SAXS Probendetails und deren Auswertung. Diese Tabelle bietet eine Ubersicht aller

relevanten Daten der untersuchten Proteine und ihrer SAXS-Auswertung.

BnCYP18-4 BnCYP18-5 BnCYP19-1 AtCYP19-3
Probendetails
Gen ID BrnaC03360160D B1aA09508780D BnaA09¢35540D  A3¢56070
UniProt ID AOA078DMPO AOAO078IDNG AOAO078GRHG6 Q28867
Extinktionskoeffizient 8480 11460 9970 9970
MW neor (kDa) 18,6 18,7 19,9 19,2
Konzentrationsreihe 1,4 (77) 2,4 (129) 1,6 (81) 1,6 (85)
(mg/ml (uM)) 3,1 (166) 3,5 (186) 3,1 (157) 3,0 (157)
42 (225) 4,6 (233) 4,8 (249)
7,1 (359) 7,7 (402)
Verwendete
Konzentration (mg/ml) 31 42 7.1 77
Strukturelle Parameter
DLS
R, (nm) 2,1£0,1 24104 2,31 0,1 3,002
Guinier-Analyse
10) 0,027 = 0,00005 0,028 + 0,000054 0,031 £ 0,000039 0,031 £ 0,000037
R, (nm) 1,58 £ 0,22 1,60 = 0,06 1,72 £ 0,02 1,70 £ 0,22
Smin (M) 0,12 0,16 0,17 0,15
sR, max 1,30 1,30 1,30 1,30
R 0,90 0,94 0,96 0,96
MW z0) (MW 50/ MW hcor) 14,9 (0,80) 15,4 (0,82) 17,1 (0,80) 17,1 (0,89)
P(5)-Analyse
10) 0,030 = 0,00007 0,023 = 0,00004 0,027 + 0,00004 0,028 + 0,00003
R, (nm) 1,56 = 0,005 1,57 £ 0,003 1,72 £ 0,003 1,68 = 0,002
Diax (nm) 53 4.6 5,9 5,7
Porod Volumen V;, (nm-3) 28,36 33,12 29,00 33,12
MW o) (MW 50/ MW ehcor) 15,8 (0,85) 12,7 (0,68) 14,1 (0,71) 14,7 (0,77)
Qualitit 0,84 0,87 0,83 0,80
Modellerstellung
DAMMIF
Symmetrie, Anisotropie P1, nicht bekannt ~ P1, nicht bekannt  P1, nicht bekannt ~ P1, nicht bekannt
7 1,408 1,239 1,297 1,606
mittlerer NSD 0,887 + 0,037 1,009 £ 0,053 1,084 £ 0,100 0,928 £ 0,048
Kristallstruktur als Basis fir o oyp i A CsCYPmitCsA CsCYPmit GsA CsCYP mit CsA
das Homologiemodell
PDB ID 4]JM 4]JM 4]JM 4]JM
CRYSOL
7 1,051 1,176 3,061 2,460
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ithrer Form hauptsichlich globulir sind, aber im Vergleich zu den kleineren CYPs auch einen sehr kleinen
Anteil an Flexibilitdt aufweisen (Durand ez a/. 2010).

Die Ergebnisse konnten durch eine Wiederholung des Experiments bestitigt werden. Hierfiir wurden
BnCYP18-4 und BnCYP19-1 insgesamt an drei verschiedenen Messzeiten (n = 3) und BnCYP18-5 an
zwel Messzeiten (n = 2) unabhingig voneinander untersucht. Bei der letzten verfiigbaren Messzeit konnte
zusitzlich AtCYP19-3 gemessen werden (n = 1).

Zur Erstellung von ab initio Modellen wurden mit DAMMIF jeweils 20 Modelle generiert. Ein Modell wird
hierbei aus dummy atom models, also Kugeln, welche Volumenelemente reprisentieren, rekonstruiert. Ein
Maf fir die Qualitit der Modelle ist die NSD (normalisierte rdumliche Abweichung, Engl.: normalised
Spatial discrepancy), welche auch die Auswahl des wahrscheinlichsten Modells ermdéglicht. Die Modelle
waren, jedes CYP fiir sich betrachtet, sehr dhnlich zueinander, was durch den geringen Fehler der
mittleren NSD bestitigt wurde (Tabelle 20). Das wahrscheinlichste Modell ist demnach jenes mit der
geringsten NSD (Franke ¢f a/ 2017). Zusitzlich wurde aus jedem Modell eine theoretische Streukurve
berechnet und diese mit den experimentellen Streudaten verglichen (Abbildung 27A). Der y2-Wert gibt
dabei an, wie dhnlich sich die Streukurven sind und sollte idealerweise bei 1 liegen. Fiir die ausgewihlten
Modelle liegt dieser nahe an 1. Die ab initio Modelle der vier CYPs sind in Abbildung 27C gezeigt. Alle vier
Modelle zeigten eine dhnliche, kompakte, globuldre Form mit einer ,,Hohle® (linke Seite, schwarzer Pfeil)
sowie einem elongierten Bereich (rechte Seite). Durch die Ubetlagerung von ab initio und in silico Modell
zeigt sich, dass die ,,Hohle* das aktive Zentrum darstellt, an welches Substrate oder Inhibitoren binden
konnen.

Die Ahnlichkeit von i silico und ab initio Modell wurde mit CRYSOL evaluiert. CRYSOL berechnet
Streukurven aus 7z silico Modellen und vergleicht diese mit den experimentellen Streudaten (Abbildung

27B). Auch bei diesem Vergleich ist der y2-Wert ein MaB fiir die Ahnlichkeit. Auffillig war hier, dass die 77

silico Modelle von BnCYP18-4 und BnCYP18-5 sehr gut zu den Streudaten passten. Das Qualitdstmal3 p2
lag fiir beide Vergleiche sehr nah an 1. Im Gegensatz dazu zeigten die 19 kDa groflen BnCYP19-1 und
AtCYP19-3 eine geringere Ahnlichkeit zwischen ab initio und in silico Modell. Des Weiteren zeigte das iz
silico Modell, dass N- und C-Terminus parallel zueinander auf der gleichen Seite liegen. Nach der
Uberlagerung mit dem ab initio Modell befinden sich diese in der Nihe des elongierten Bereichs. Es
konnte aber kein Teil des iz silico Modells passend in diesen gelegt werden, weshalb die Vermutung
naheliegt, dass ein Teil des Proteins in Losung flexibler ist, als im Kristall. Eine Untersuchung der
Flexibilitit beider Termini mit SREFLEX (basierend auf dem 7 sifico Modell) und CORAL (basierend auf
dem ab initio Modell) lieferte keine besseren Modelle, zeigte aber dennoch, dass der C-Terminus flexibel
sein konnte, der N-Terminus dagegen nicht. Zudem bestand der grofite Unterschied zwischen den
untersuchten 18 und 19 kDa CYPs in der Linge des C-Terminus. Demnach koénnte die Diskrepanz
zwischen z silico Modell und den Streudaten durch einen hochflexiblen C-Terminus zustande kommen,
welcher durch das i silico Modell nicht vollstindig dargestellt werden kann und dieses deshalb stirker von

den Streudaten abweicht, als die Modelle der kleineren CYPs mit deren kiirzeren C-Termini.
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A Berechnung des ab initio Modells B Anpassung des in silico Modells

* BnCYP18-4 ;= 1,408 24 * BnCYP18-4 4= 1,051
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* BnCYP19-1 ;'=1.297 « BnCYP19-1 4'= 3,061
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Abbildung 27: SAXS Modelle von BnCYP18-4, BnCYP18-5, BnCYP19-1 und AtCYP19-3. (A) Vergleich von experimentellen
Streudaten und der berechneten Streukurve des besten @b initio Modells. (B) Vergleich von 7 silico Modell mit experimentellen
Streudaten. (C) Uberlagerte ab initio und in silico Modelle. Das in silico Modell wird dabei so positioniert, dass es in das ab initio

Modell passt.

Die hier gewonnenen Ergebnisse liefern einen ersten Beitrag zu der strukturellen Aufkldrung von B. napus
und A. thaliana single-domain CYPs. Gleichzeitig stellen diese die ersten SAXS-Daten von CYPs dar und
bestitigen anhand der sehr dhnlichen globalen Faltung der vier untersuchten CYPs die artentibergreifende,

hohe Konservierung der Domine. Eine neue, bisher nicht beschriebene Erkenntnis ist, dass der

79



Ergebnisse & Diskussion

C-Terminus flexibel zu sein scheint. Weitere flexible Bereiche konnten ohne die Zugabe eines

Interaktionspartners nicht identifiziert werden.

3.5.2 Untersuchung von strukturellen Anderungen durch Inhibitorbindung

Um zu untersuchen, ob die Bindung eines Interaktionspartners, Substrats oder Inhibitors Auswirkungen
auf die Struktur von Cyclophilinen hat, es also flexible Bereich gibt, wurden weitere SAXS Messungen mit
BnCYP18-4, BnCYP18-5, BnCYP19-1 und AtCYP19-3 durchgefiihrt. Als Inhibitor wurde der
kompetitive, reversibel bindende Inhibitor Cyclosporin A (CsA) verwendet, welcher bereits im PPlase
Assay zum Einsatz kam. Hierbei ist zu erwihnen, dass fiir die Versuche zwei verschiedene Varianten von
CsA zur Verfiigung standen, eine in Pulverform (von Sigma-Aldrich) und eine bereits geléste (Sandimmun
von Novartis). Generell ist CsA in Wasser schwer, in organischen Lésemitteln hingegen gut I6slich. Wie
Vorversuche mit BnCYP18-4 und BnCYP19-1 zeigten, kann CsA (Sigma-Aldrich) in DMSO gel6st mit
nur maximal 40 uM eingesetzt werden. Dies entspricht einer Endkonzentration von 20 % DMSO im
Ansatz. Bei héheren Konzentrationen an DMSO begann das Protein zu prizipitieren. Im Priparat
Sandimmun hingegen liegt CsA in 34 % (v/v) Ethanol und Macrogolglycerolricinoleat/Polyoxyl-40-
hydriertem Rizinusél bereits gelést vor. Durch diese Kombination wird die Léslichkeit erh6ht, sodass eine
deutlich héhere Molaritit eingesetzt werden kann. Deshalb wurde fir die SAXS-Messungen CsA in Form
des Priparats Sandimmun verwendet.

Um den Enzym-Inhibitor-Komplex untersuchen zu kénnen, muss der Inhibitor im Uberschuss eingesetzt
werden, damit das Gleichgewicht in die entsprechende Richtung gebracht wird. Aus dem PPlase Assay
(Abschnitt 3.4) ist ersichtlich, dass ein 100-facher Uberschuss eine komplette Inhibierung des Enzyms zur
Folge hat. Dementsprechend mussten optimalerweise 40 mM CsA eingesetzt werden, um auch bei der
héchsten Proteinkonzentration einen Uberschuss an Inhibitor zu erreichen. Da die sehr hohe Viskositit
des Priparats dem entgegen stand und dieses deshalb verdiinnt werden musste, konnten schlussendlich
nur 1,6 mM CsA eingesetzt werden und somit kein Uberschuss erreicht werden. Innerhalb einer
Konzentrationsreihe wurde die Menge an CsA und Puffer konstant gehalten, nur die Proteinkonzentration
wurde verdndert und bewegte sich analog zu den bereits prasentierten SAXS-Daten aus Abschnitt 3.5.1
zwischen 1 und 8 mg/ml bzw. 70 bis 400 uM. Dadurch kommt es mit der Verinderung der
Proteinkonzentration auch zu einer Verschiebung des Gleichgewichts, sodass zwischen den Messungen
mit variierenden Mengen an freiem Protein und Inhibitor zu rechnen ist.

Im Vergleich zu den SAXS Messungen aus Abschnitt 3.5.1, kam es durch das Priparat Sandimmun zu
einer Verinderung der Pufferzusammensetzung (Tabelle 21). Das darin enthaltene Rizinusdl bildete
Mizellen, welche anhand ihtes charakteristischen Kutrvenverlaufs in den Rohdaten zu sehen sind
(Abbildung 28A). Da diese aber sowohl in der Messung von Protein mit CsA als auch in der
dazugehorigen Referenzmessung von Puffer mit CsA auftraten, konnte die aus ihnen resultierende
Streuung vollstindig subtrahiert werden und taucht somit in den prozessierten Daten nicht mehr auf

(Abbildung 28B).
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Tabelle 21: Pufferzusammensetzung der per SAXS gemessenen Proben.

CYP (aus Abschnitt 3.5.1) CYP + CsA

20 mM Tris, pH 7,4 16 mM Tris, pH 7,4
300 mM NaCl 240 mM NaCl

1 mM DTT 0,8 mM DTT

1,6 mM Cyclosporin A
1,4 % (v/v) Ethanol
etwa 2,5 % (v/v) Rizinusol

A gemittelte Rohdaten B prozessierte Daten
2,07 1.5
= 7.1 mg/ml BnCYP19-1 mit CsA 7,1 mgiml BaCYP18-1 mit CsA
154 « Puffer mit CaA 204
= 104 = 25
= =
] : 0 3,04
x 059 4
B g 29
= 0.0 =
= v 404
& 0.57 8 5]
-1.0 -5.0 4
-1.5 T T T T 1 -5.5 T T T T 1
0.0 10 2,0 30 4,0 5.0 0.0 10 2,0 3.0 4,0 50
s{nm™ s {nm™

Abbildung 28: Exemplarische Darstellung von Roh- sowie prozessierten Streudaten der SAXS-Messungen mit CsA.
(A) Gezeigt sind die gemittelten Rohdaten von je 20 Einzelmessungen 7,1 mg/ml BnCYP19-1 mit 1,6 mM CsA bzw. als Referenz
Puffer mit 1,6 mM CsA. (B) Diese werden im Rahmen der Prozessierung voneinander subtrahiert und ergeben die endgiiltige

Streukurve.

Die Streudaten aller vier untersuchter CYPs zeigten im verwendeten Konzentrationsbereich bei sehr
kleinen Winkeln eine deutliche interpartikulire AbstoBung (exemplarisch fiir BnCYP19-1 gezeigt in
Abbildung 29A). Da zusammen mit CsA allerdings auch Ethanol und Rizinus6l zugegeben wurde, kann
ohne weitere Versuche nicht geklart werden, woher dieser Effekt rithrt. Um dieses Ritsel zu 16sen, bieten
sich zwei verschiedene SAXS-Strategien an: Zum einen kénnten Ethanol und Rizinusdl separat eingesetzt
werden, sodass deren Effekt auf das Protein beobachtet werden kann. Zum anderen konnte aber auch ein
Puffertausch nach Bildung des CYP:CsA-Komplexes mithilfe einer Entsalzungssiule und anschlieBender
SAXS-Messung des cluierten Komplexes durchgefithrt werden. In diesem Fall wiren durch den
Puffertausch weder Ethanol, noch Rizinusdl in der Probe enthalten. Erst wenn nachgewiesen ist, dass die
zusitzlichen Komponenten keine Auswirkungen auf das CYP haben, kann man davon ausgehen, dass
jegliche Anderungen der Streuung durch CsA verursacht werden. Und erst dann sind die Daten robust
auswertbar. Auffillig war auch, dass die AbstoBung mit steigender Proteinkonzentration geringer wurde.
Dies widerspricht dem Grundsatz, dass bei einer gréBeren Teilchenmenge auch eine héhere Dichte und

damit Abstof3ung vorliegen misste.
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Abbildung 29: Konzentrationsreihe von BnCYP19-1 mit CsA und Vergleich mit Daten ohne Inhibitor. (A) Streukurven
der BnCYP19-1 Konzentrationsreihe. Der Ausschnitt zeigt die Abstoung bei sehr kleinen Winkeln, wobei hier zum besseren
Vergleich der Daten diese mit einem Offset von jeweils 0,005 willk. Einh. nach oben verschoben wurden. (B) Vergleich von
7,1 mg/ml BnCYP19-1 mit und ohne CsA. (C) Guinier Plot von 7,1 mg/ml BnCYP19-1 mit und ohne CsA. Zur besseren
Ansicht wurde der Graph von BnCYP19-1 mit einem Offset von 0,3 willk. Einh. nach oben verschoben.

Verglich man die Streukurven mit und ohne CsA, so zeigten diese im restlichen Kurvenverlauf keine
starken Unterschiede (Abbildung 29B). Die Streuung und damit auch die Form war erwartungsgemil3
dhnlich. Die Auftragung nach Guinier zeigte durch den Abstolungseffekt bedingt unterschiedlich
angelegte Begrenzungen, um einen linearen Bereich bei méglichst kleinen Winkeln anndhern zu kénnen
(Abbildung 29C). Dies wirkte sich auf den R, sowie dessen Fehler und damit auch auf das Qualititsmal3
R? aus (Tabelle 22), was zeigt, dass die Datenqualitit durch die Zugabe von CsA deutlich abgenommen
hat. Ohne zu kliren, weshalb es zur interpartikuliren AbstoBung kommt, war deshalb eine weitere

Auswertung der Daten nicht gewinnbringend.

Tabelle 22: Guinier-Analyse von BnCYP18-4, BnCYP18-5, BnCYP19-1 und AtCYP19-3 mit und ohne CsA. Die Werte der

Analyse ohne CsA stammen aus Tabelle 20 und sind hier zum Vergleich noch einmal aufgefihrt.

Protein ohne CsA mit CsA

R, R R, R
BnCYP18-4 1,58 £ 0,22 0,90 1.48 £ 2.03 0,72
BnCYP18-5 1,60 £ 0,06 0,94 1.44 £ 3.77 0,70
BnCYP19-1 1,72 £ 0,02 0,96 1.57 £1.29 0,78
AtCYP19-3 1,70 £ 0,22 0,96 1.56 £ 043 0,78
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Als ein erstes Ergebnis dieser Studie ldsst sich dennoch herausarbeiten, dass sich die globale Faltung der
vier untersuchten CYPs durch die Zugabe von CsA nicht stark veridnderte. Es wird vermutet, dass das
aktive Zentrum nicht sehr flexibel ist. Ob sich aber andere Bereiche des Proteins durch die Bindung eines

groferen Interaktionspartners, als es CsA mit 1,2 kDa ist, verdndern, bleibt zu untersuchen.

3.5.3 Réntgenstrukturanalyse fiir die atomare Auflésung

Nachdem also gezeigt werden konnte, dass sich die untersuchten single-domain CYPs in ihrer allgemeinen
Proteinform nur geringfligic voneinander unterscheiden und die CsA-Bindung vermutlich kaum
Auswirkungen auf die Faltung hat, sollten Unterschiede auf atomarer Ebene mithilfe der
Roéntgenstrukturanalyse untersucht werden. Im Gegensatz zu SAXS werden hierfiir Proteinkristalle
bendtigt. Fir die Kiristallisation wurden zwei verschiedene single-domain BnCYPs, BnCYP18-4 und
BnCYP19-1, sowie deren Homologe AtCYP18-3 und AtCYP19-1 ausgewihlt. Durch diesen Ansatz sollte
es moglich sein, den Einfluss einzelner Aminosduren auf verschiedene Bereiche des Proteins wie das
aktive Zentrum zu studieren.

Die Bildung von Proteinkristallen ist von mehreren Faktoren abhingig. Wichtig sind neben der
Proteinkonzentration auch Pufferkomponenten (Puffersubstanz, pH, Salze, weitere Additive), Prazipitant,
die Umgebungstemperatur sowie die Kiristallisationsmethode. Des Weiteren kénnen auch Liganden
zugegeben werden, welche dann die Kiristallisation férdern (Co-Kiristallisation) (Benvenuti und Mangani
2007; Bergfors 2009). Die richtige Kombination an Bedingungen zu finden stellt eine grof3e
Herausforderung dar und folgt dem Versuch-und-Irrtum-Prinzip. Eine grofle Anzahl an Bedingungen
kann mit kommerziell erhiltlichen Kristallisationstests tiberprift werden. Wichtig fir die Anwendung
solcher Kiristallisationstests im Hochdurchsatzverfahren ist vor allem, dass die benétigte Proteinmenge im
ug-Bereich bereitgestellt werden kann. Dies stellte durch das etablierte Aufreinigungprotokoll fir alle vier
CYPs kein Problem dar.

Die Kristallisationstests wurden in Kombination mit der si#ting drop vapor diffusion Kristallisationstechnik
verwendet. Diese macht sich zwei separierte Losungen zunutze, zum einen die Reservoirlésung, in
welcher sich der Kristallisationspuffer mit dem Prizipitanten befindet, und zum anderen die
Proteinlésung, welche 1:1 mit der Reservoirlésung gemischt ist. Durch das Einstellen eines Equilibriums
zwischen der Proteinlésung und der Reservoirldsung wird der Proteinlésung Wasser entzogen und die
Konzentration von Protein, Prizipitant, Salzen und weiteren Bestandteilen der Proteinldsung erhéht,
womit die Kristallbildung geférdert wird (Bergfors 2009).

BnCYP18-4, BnCYP19-1, AtCYP18-3 und AtCYP19-1 wurden in mehreren Versuchsreihen in den
beschriebenen Kristallisationstests mit der sitzing drop vapor diffusion Kristallisationstechnik eingesetzt. Dabei
wurden unterschiedlichen Proteinkonzentrationen verwendet und eine Co-Kiristallisation durch Zugabe
des Inhibitors CsA getestet. Fir BnCYP18-4, AtCYP18-3 und AtCYP19-3 konnte auch nach 9 Monaten
(BnCYP18-4) bzw. 3 Monaten (AtCYP18-3, AtCYP19-3) keine Kristallbildung mit den beschriebenen

Kristallisationstests beobachtet werden. Es konnten aber die Bildung von Phasenseparationen,
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Prizipitaten und Nadelstrukturen induziert werden. Phasenseparationen und Nadelstrukturen sind ein
Hinweis darauf, dass eine Kristallbildung unter optimierten Bedingungen mdglich sein kénnte. Deshalb
konnte hier ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen eine Optimierung der Konditionen, wie
andere Temperaturen und héhere Proteinkonzentrationen oder eine Variation der Puffer, Prizipitanten
und Salze, getestet werden. Des Weiteren konnten die gewonnenen Nadelstrukturen in Anlehnung an die
sogenannte Seeding Technik als Nukleationskeim verwendet werden und damit die Kristallbildung in neuen
Ansitzen férdern (Thaller ef a/. 1981).

Zudem konnte beobachtet werden, dass alle vier CYPs unter Zugabe von CsA eine gréflere Neigung zur
Phasentrennung zeigten. Die Co-Kiristallisation mit CsA scheint sich demnach positiv auszuwirken. Wie
bereits in Abschnitt 3.5.2 beschrieben, stand CsA von zwei verschiedenen Herstellern zur Verfiigung,
Wurde CsA von Sigma-Aldrich in DMSO gelést und dieses in hohen Konzentrationen eingesetzt, war
dies dafiir verantwortlich, dass die CYPs ausfielen (siche Abschnitt 3.5.2). Dies konnte auch in den ersten
Versuchsreihen zur Kristallisation beobachtet werden. Fiir die anschlieBenden Experimente wurde
deshalb CsA von Novartis verwendet und dieses ist dementsprechend auch fiir zukiinftige Experimente
zu bevorzugen.

Im Gegensatz zu BnCYP18-4, AtCYP18-3 und AtCYP19-3 konnte BnCYP19-1 im Komplex mit CsA
erfolgreich kristallisiert und aus einem dieser Kristalle die Struktur bestimmt werden. Der per
Rontgenstrukturanalyse untersuchte Kristall entstammt Puffer F9 des JCSG-plus™ HT-96 Kits (2,4 M
Natriummalonat pH 7,0). In diesem Ansatz wurden 20 mg/ml Protein mit CsA (Sigma-Aldrich) co-
kristallisiert. Nach 3 Wochen Inkubation bei 20 °C wuchsen Kiristalle mit bis zu einer Gréfle von
200x200x200 um?. Diese zeigten zwei unterschiedliche Formen, eine doppelte Pyramide und eine
tetraedrische Pyramide mit stumpfen Spitzen (Abbildung 30A). Beide Formen wurden auch unter
weiteren erfolgreichen Kiristallisationsbedingungen beobachtet. Der per Roéntgenstrukturanalyse
untersuchte Kristall besal3 eine bipyramidale Form.

Aus diesem Kristall konnte eine monomere Struktur mit einer Auflosung von 1,98 A gewonnen werden,
welche in der PDB Datenbank unter der ID 6HMZ veroffentlicht wurde. Wie gezeigt werden konnte
(Abbildung 30B), wird die Tertidrstruktur von BnCYP19-1 von acht B-Stringen in Form eines
antiparallelen 3-Zylinders und drei a-Helices gebildet und reprisentiert damit die typische Struktur einer
CLD. Hierbei befinden sich die a-Helices I und III («I und olIll) auf den gegeniibetliegenden Offnungen
des B-Zylinders. Fir die dritte a-Helix, oll, wurde gezeigt, dass diese sehr kurz ist und nur aus einer
einzigen Umdrehung besteht. Sie befindet sich im aktiven Zentrum und ist vermutlich, basierend auf den
erthobenen Daten, an der CsA-Bindung beteiligt. Die N- und C-Termini wurden, vom aktiven Zentrum
aus betrachtet, nebeneinander auf der Ruckseite des Proteins lokalisiert. Am C-Terminus fehlen 10
Aminosduren, welche anhand der Elektronendichte nicht definiert werden konnten. Denn ist ein Teil
eines Proteins sehr flexibel, kann an dieser Stelle keine eindeutige Elektronendichte detektiert werden.
Somit konnte auch per Rontgenstrukturanalyse nachgewiesen werden, dass der C-Terminus sehr flexibel

und unstrukturiert ist. Am N-Terminus konnten aus demselben Grund die ersten drei Aminosauren des
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Abbildung 30: Rontgenstrukturanalyse eines BnCYP19-1-Kristalls. (A) BnCYP19-1-Kristalle mit CsA in 24 M
Natriummalonat pH 7,0. (B) Aufgeldste Kristallstruktur von BnCYP19-1 im Komplex mit CsA. Zusitzlich konnten ein

Magnesiumion (C) und ein Malonatmolekiil identifiziert werden (D).

rekombinanten Konstrukts (GSH) nicht detektiert werden, weshalb die Struktur in der PDB-Datei mit
dem Start-Methionin des Proteins beginnt.

BnCYP19-1 zeigte in seiner Kiristallstruktur eine bisher noch nicht beschriebene Magnesium-Bindestelle
(Abbildung 30C). Der Bindungsabstand ist mit >2,6 A grenzwertig, da eine typisch ionische Bindung von
Magnesium zu Sauerstoff etwa 2,1 A lang ist (Zheng e al 2017). Auch mit dem CMM Tool
(CheckMyMetal), welches Metallbindestellen in Makromolekiilen validiert, wird diese Bindestelle als
unwahrscheinlich gewertet. Mit PDBsum hingegen werden drei Wasserstoffbriicken (2,6-3,0 A) und
mehrere elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den gezeigten Aminosduren und Mg?*
prognostiziert. Des Weiteren wurde ein Malonatmolekil identifiziert, welches mit 3,3 und 4,0 A zwei
schwache Wasserstoffbriicken mit 146 und G47 ausbilden kann (Abbildung 30D) (Jetfrey 1997).

Das aktive Zentrum wird von kurzen B-Stringen gebildet, auf welchen das CsA ,,aufliegt®. Neben vier
Aminosiuren der 3-Stringe sind sechs Aminosiuren der dariiber liegenden Schleifen an der CsA-Bindung
beteiligt. Auch die a-Helix II ist mit W128 und L129 vertreten, sodass insgesamt 12 Aminosiuren fiir die
Bindung des Inhibitors sorgen (Abbildung 31A). Fir HsCYPA sind vor allem W121, R55, F60 und H126
als wichtige Aminosduren im aktiven Zentrum beschrieben (Zydowsky ez a/. 1992; Liu ¢f al. 1991). Wie
anhand der gewonnenen Daten ersichtlich ist, sind diese auch in BnCYP19-1 an der CsA-Bindung im
aktiven Zentrum beteiligt (Abbildung 31B, W128, R62, F67, H133). Insgesamt sind sechs Wasserstoff-

briickenbindungen (Tabelle 23) sowie mehrere elektrostatische Wechselwirkungen an der CsA-Bindung
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Abbildung 31: Die CsA-Bindestelle im aktiven Zentrum von BnCYP19-1. (A) An der CsA-Bindung sind sowohl
Aminosiduren der $-Stringe (blau) und Schleifen (grau), als auch der a-Helix oIl (rot) beteiligt. (B) Neben der Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen (schwarz) wird die Bindung von CsA auch durch elektrostatische Wechselwirkungen (grau,

unterbrochen) unterstiitzt.

beteiligt. Interessant ist S110, welches bisher nicht als an der CsA-Bindung beteiligt beschrieben wurde.
Betrachtet man die strukturell bereits aufgeklirten pflanzlichen single-domain CYPs sowie das humane
CYPA, tragen weder HsCYPA, noch CsCYP oder TaCYPA-1 an dieser Stelle ein Serin, sondern besitzen
alle an dieser Position ein Alanin (ein Sequenzvergleich befindet sich in Campos ez /. (2013)). S110 fihrt
in BnCYP19-1 zu ciner zusitzlichen Wasserstoffbricke. Es kénnte vermutet werden, dass sich hierdurch
die Bindungseigenschaften fir Substrate verindern. Im PPlase Assay konnten geringe Unterschiede
zwischen den untersuchten CYPs in deren Affinitdt zu CsA beobachtet werden (Abschnitt 3.4). Diese
waren allerdings nicht signifikant und kénnen durch die zusitzliche Wasserstoffbriicke nicht erklirt
werden, da durch diese eine stirkere Bindung zu vermuten wire, welche aber nicht zu beobachten war.
Dennoch konnte diese Wasserstoffbriicke die Bindung anderer Substrate begtinstigen, denn die Position
von S110 in der Tertidrstruktur ldsst einen Einfluss auf eher groBere Substrate vermuten. Neben
BnCYP19-1 tragen auch dessen Isoform BnCYP19-2 sowie die Isoformen BnCYP18-2 und BnCYP18-3
ein Serin an Position 110 (Abbildung 12).

Tabelle 23: Liste der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen BnCYP19-1 und CsA. Die Daten wurden mit PDBsum

ermittelt.

CsA BnCYP19-1 Distanz (A)
Aminosiure/Atom Aminosiure/Atom

MLE3/0O R62/NH1 3.1
MLE3/0O R62/NH2 3.0
BMT5/0 Q70/NE2 3.0
ABAG6/N N109/0 3.1
ABAG6/O S110/0G 2.9
MLE2/0 W128/NE1 2.9
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3.5.4 Unterschiede in der Aminosiuresequenz der 18-19 kDa BnCYPs befinden sich

tiberwiegend auf der Proteinoberfliche

Dass die Kiristallstruktur von BnCYP19-1 erfolgreich aufgeklirt werden konnte, ermdglichte eine
Untersuchung der 18-19 kDa BnCYPs auf atomarer Ebene. Als Vertreter fiir die unterschiedlichen
Isoformenpaare wurden BnCYP18-2, BnCYP18-4 und BnCYP18-5 ausgewihlt. Ein Vergleich der i silico
Modelle dieser BnCYPs mit der aufgelosten Struktur von BnCYP19-1 zeigte, dass sich die 18-19 kDa
BnCYPs in ihrer Tertidrstruktur nicht nennenswert unterscheiden. Interessant ist jedoch, dass
Unterschiede in der Aminosiuresequenz zwischen diesen Kandidaten iiberwiegend auf der Oberflidche der
Proteine, insbesondere im Bereich von Schleifen, zu finden sind (Abbildung 32). Zudem zeigen die
Seitenketten in den meisten Fillen nach au3en und es ist deutlich zu sehen, dass Aminosiureaustausche an
dhnlichen Positionen auftreten. Das aktive Zentrum hingegen zeigt keine Unterschiede.

Dies bestitigt die bisherigen Erkenntnisse, dass das aktive Zentrum sowie die grundlegende Struktur
hochkonserviert ist. Ein starker Aktivititsunterschied dieser PPlasen ist deshalb nicht zu erwarten und
konnte im PPlase Assay mit dem sehr kleinen Substrat (0,6 kDa) sowie CsA (1,2 kDa) auch nicht gezeigt
werden (Abschnitt 3.4). Sowohl Substrat als auch CsA passen vollstindig in das aktive Zentrum, sodass
sich Unterschiede auf der Proteinoberfliche auf diese nicht auswirken. Dies ist vermutlich ein Grund

dafiir, weshalb anhand des Aktivitdtsassays noch keine Aussage dariiber getroffen werden konnte, ob sich

BnCYP19-1 BnCYP18-2 BnCYP18-4 BnCYP18-5

Abbildung 32: Ubersicht zu Unterschieden zwischen BnCYP18-2, BnCYP18-4, BnCYP18-5 und BnCYP19-1. Dargestellt
ist die BnCYP19-1-Kiristallstruktur (grau) und farblich markiert sind Unterschiede in der Aminosiuresequenz zu BnCYP18-2,
BnCYP18-4 und BnCYP18-5. Auffillig ist, dass sich die Unterschiede zum gréBten Teil auf der Proteinoberfliche befinden und
es im aktiven Zentrum keine Austausche gibt (unterer Teil der Abbildung, Mitte). Dieses ist, wie auch die Tertidrstruktur, stark
konserviert. Zu beachten ist, dass der C-Terminus von BnCYP19-1 nicht vollstindig aufgelost werden konnte. Dieser stellt im

Vergleich zu den anderen BnCYPs ebenfalls einen Unterschied dar.
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die CYPs redundant zueinander verhalten. Eine verinderte Proteinoberfliche ldsst hingegen darauf
schlieBen, dass sich hier eine Spezifitit der strukturell sehr dhnlichen Proteine wiederfindet. Denn
Aminosduren auf der Oberfliche kénnten die Bindung von gréfleren Interaktionspartnern regulieren. Da
fir alle wuntersuchten CYPs schr Zdhnliche Enzymaktivititen gemessen wurden, kann die
Isomerisierungsreaktion nach der Bindung eines passenden Interaktionspartners vermutlich ablaufen,
ohne dass die Reaktion selber einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Deshalb kénnen die
durch die Strukturanalyse gewonnenen Daten nach der Identifizierung von Interaktionspartnern dazu
genutzt werden, Bindungsstellen leichter zu identifizieren, spezifische Aminosduren zu finden und damit

eine Aussage tiber die Redundanz oder Funktion der BnCYPs zu erhalten.

3.5.5 Die Enzymaktivitat konnte durch strukturelle Anderungen reguliert werden

Eine Eigenschaft von Enzymen ist die Regulation ihrer Aktivitit aufgrund struktureller Anderungen. Fiir
CYPs wurde anhand von CsCYP aus Citrus sinensis eine Disulfidbriicken- und divergent loop-basierte
Regulationsmoglichkeit postuliert (Campos e a/. 2013). Nach diesem Modell (Abbildung 33) findet eine
Anderung der Aktivitit folgendermaBen statt: Die Bildung einer Disulfidbriicke zwischen C40 und C168
resultiert in einer Konformationsinderung der a-Helix I, was wiederum zu einer Verdnderung innerhalb
des divergent loops fithrt. Zwei Aminosduren, K48 und S49, welche innerhalb des divergent loops liegen, sind
im reduzierten Zustand uber Wasserstoffbriicken mit dem gegeniiberliegenden E83 verbunden
(Abbildung 33C) und o6ffnen dadurch das aktive Zentrum. Die durch die Oxidation eintretende
Konformationsidnderung fithrt zu einer Trennung dieser Wasserstoffbriicken, sodass das aktive Zentrum
geschlossen wird. Durch diesen Mechanismus basiert die Regulation der Aktivitit auf der Oxidation und
Reduktion von Cysteinen.

Betrachtet man nun zunichst die Disulfidbriicken, so sind bei einem Vergleich von CsCYP mit den
18-19 kDa BnCYPs vier konservierte Cysteine zu finden. In der untersuchten BnCYP19-1-Kiristallstruktur
liegen diese Cysteinpaare an zwei unterschiedlichen Positionen vor (Abbildung 34A). C40 und C168 sind
auf der rickwirtigen Seite des BnCYP19-1 nahe den Termini lokalisiert. C69 und C122 befinden sich

Abbildung 33: Modell zur Konformationsinderung von CsCYP durch die Bildung einer Disulfidbriicke. Die Cysteine
C40 (Cys40) und C168 (Cys168), der divergent logp sowie E83 (Glu83) sind in der Gesamtstruktur hervorgehoben (A, B). Die
Cysteine liegen mit einem Abstand von 5,4 A in ihrer reduzierten Form vor. E83 (Glu83) bildet Wasserstoffbriicken mit K48

(Lys48) und S49 (Ser49) des divergent loops (aus Campos ez al. (2013)).
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Abbildung 34: Die vier Cysteine von BnCYP19-1. (A) Ein Cysteinpaar befindet sich auf der Riickseite des Proteins nahe der
Termini, das andere innerhalb des aktiven Zentrums. (B) Detailansicht von C40 und C168 sowie (C) C69 und C122.

hingegen im aktiven Zentrum auf der vorderen Seite. Bei einer niheren Betrachtung konnte gezeigt
werden, dass beide Cysteinpaare in ihrer reduzierten Form vorlagen (Abbildung 34B, C). Diese
Beobachtung wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass wihrend der Kristallbildung reduzierende
Pufferbedingungen herrschten. Somit besitzt BnCYP19-1 das fiir das Modell entscheidende Cysteinpaar
C40/C168 in derselben raumlichen Anordnung wie CsCYP.

Das zusitzliche Cysteinpaar C69/C122 hat vermutlich keinen Einfluss auf die Aktivitit, trotz dessen Lage
im aktiven Zentrum. Denn in Campos ¢ a/. (2013) wurde der Redoxzustand beider Cysteinpaare
massenspektrometrisch untersucht, wobei nur fur das Paar C40/C168 eine Disulfidbriicke nachgewiesen
werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte das Paar C69/C122 nur in der reduzierten Form detektiert
werden. Auch strukturell gesehen ist unwahrscheinlich, dass C69 und C122 eine Disulfidbriicke bilden, da
die Seitenketten beider Aminosiuren auf dem §-Faltblatt in entgegengesetzter Richtung liegen (Abbildung
34C).

Beztglich der Verbindung des aktiven Zentrums mit dem divergent loop Gber E83, K48 und S49 lisst sich
fur BnCYP19-1 feststellen, dass dieses an Position 49 kein Serin, sondern ein Alanin besitzt. Dadurch
kénnen anstatt den postulierten drei Wasserstoffbriicken vermutlich nur zwei Wasserstoffbriicken gebildet
werden (Abbildung 35). Die anderen 18-19 kDa BnCYPs besitzen an dieser Position ein Serin oder Lysin
und an Position 48 ein Serin, Lysin oder Arginin (Abbildung 12), sodass bei ihnen wie auch bei CsCYP

=._divergent loop
o

A A

B Abbildung 35: Die Interaktion zwischen
48

— ! A49 dem divergent loop und dem aktiven

29 A b T Zentrum. (A) C40 (rot), C168 (blau), E83

T I3 3 A (gran) und der divergent loop (gelb) sind auch in

BnCYP19-1 zu finden. (B)E83 bildet
E83 vermutlich zwei Wasserstoffbriicken mit Q48

und A49, wobei letztere eher schwach ist.
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vermutlich drei Wasserstoffbriicken ausgebildet werden kénnen. Aber auch zwei Wasserstoffbricken sind
vermutlich hinreichend, um die Schleife, in welcher sich E83 befindet, an der richtigen Stelle zu
positionieren. Denn Mutationen an Position 83, welche die Bildung von Wasserstoffbriicken komplett
verhinderten, fiihrten zu einer verringerten PPlase Aktivitit (Campos ef al. 2013). Dies zeigt, dass die
Verbindung des aktiven Zentrums mit dem divergent loop tiber E83 essentiell fur die Regulation des Enzyms
ist.

Bei Betrachtung des divergent loops fillt auf, dass dieser neben seiner hochkonservierten Konsensussequenz
(XXGKXLH) einen variablen Bereich darstellt. Auch innerhalb der Gruppe der 18-19 kDa BnCYPs ist
auBBer G50, K51, L53 und H54 keine weitere Aminosiure konserviert (Abbildung 12). Auffillig ist zudem,
dass sich die Variabilitit auch zwischen den Arten niederschligt, da sich die AtCYPs von ihren BnCYP-
Homologen in den variablen Aminosiuren des divergent loops unterscheiden. Dass dieser Bereich
verdnderlich ist, konnte einerseits daftir sprechen, dass den nicht-konservierten Aminosduren keine
Funktion zufillt und sie somit iiber die Evolution gesehen nicht beibehalten wurden. Da der Bereich aber
in der Nihe des aktiven Zentrums liegt, konnte er andererseits auch an der Substraterkennung beteiligt
sein, sodass Unterschiede in der Sequenz eine Selektion bewirken kénnten. Um dies zu kliren, wire aber
die Kenntnis iiber Interaktionspartner der einzelnen BnCYPs und AtCYPs sowie deren Bindungsstellen
notwendig.

Deshalb lisst sich zu diesem Zeitpunkt nur festhalten, dass das von Campos ez a/. (2013) vorgeschlagene
Modell von CsCYP vermutlich auch auf BnCYP19-1 und die anderen 18-19 kDa BnCYPs und AtCYPs
angewendet werden kann. Unterstiitzt wird diese Annahme zudem durch den gelbasierten Nachweis der
Disulfidbriickenbildung in Abschnitt 3.3.4. Hier konnte bereits gezeigt werden, dass BnCYP18-4 und
BnCYP19-1 in der Lage sind, Disulfidbriicken auszubilden. Ob aber eine oder zwei Disulfidbriicken
vorliegen, konnte anhand des durchgefiihrten Assays nicht geklirt werden.

Dem Modell entsprechend sind CYPs in ihrer reduzierten Form aktiv und werden durch die Bildung von
Disulfidbriicken inaktiviert. Diese Redoxregulation konnte bereits durch Aktivititsassays fir die single-
domain divergent CYPs CsCYP und AtCYP19-3 gezeigt werden (Campos ¢ al. 2013; Kaur ez al. 2015). Auch
die Mutation der Cysteine C40 und C168 zu Serinen und die damit erzwungene Konformation des
reduzierten Zustands, resultierte in der Erhaltung der PPlase Aktivitit (Campos et a/. 2013). Fur die
untersuchten BnCYPs und AtCYPs bedeutet dies, dass die Untersuchung ihrer PPlase Aktivitit unter
oxidierenden und reduzierenden Bedingungen einen interessanten Ansatz fir die Erweiterung des
Redoxmodells darstellt. Denn die Unterschiede im divergent loop zwischen diesen nah verwandten CYPs
konnten sich auf die Enzymaktivitit auswirken. Bei den in dieser Arbeit bereits durchgefiihrten
Aktivititsassays unter normalen Bedingungen zeigten alle eine dhnliche Aktivitit. Bei diesen lag vermutlich
ein Gemisch aus oxidiertem und reduziertem Enzym vor, dhnlich der unbehandelten Probe des
gelbasierten Nachweises. Die gezielte Oxidation bzw. Reduktion der Enzyme vor ihrem Einsatz im

PPlase Assay konnte deshalb neue Erkenntnisse bringen.
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3.6 Regulation von BnCYPs wihrend der Virusinfektion

Wie in Abschnitt 1.4.3 und 1.4.4 bereits prisentiert wurde, sind nicht nur humane CYPs an der
Virusinfektion beteiligt, sondern es konnte auch fir pflanzliche CYPs bereits gezeigt werden, dass diese an
der Immunantwort auf eine bakterielle Pathogeninfektion beteiligt sind. Obwohl zudem gezeigt werden
konnte, dass AtCYPs mit viralen Komponenten interagieren (KKovalev und Nagy 2013), gibt es bis heute
keine weiterfithrenden Erkenntnisse zu ihrer Rolle wihrend der Virusinfektion in Pflanzen. CYPs gelten
aufgrund ihrer PPlase Aktivitit als Faltungshelfer und kénnten entweder direkt mit dem Virus
interagieren oder wie z. B. im Fall der bakteriellen Infektion in der Immunantwort wirken. In jeder dieser
Rollen kénnten sie einen positiven oder negativen Einfluss auf die Virusinfektion ausiiben. Da Viren
zudem das Phloem als systemische Transportroute nutzen ist auch interessant, ob CYPs einen Einfluss
auf die systemische Verbreitung von Viren besitzen. Wie bereits gezeigt werden konnte, sind CYPs im
Phloem hochabundant und kénnen ihre PPlase Aktivitit austiben (Abschnitt 3.2). Dies unterstitzt die
Hypothese, nach welcher sie am Transport ungefalteter Proteine iiber die Plasmodesmen in das Phloem
beteiligt sein kénnten. Der Transport des TuMV iber die Plasmodesmen ist noch nicht vollstindig
entschliisselt, sodass eine Unterstiitzung durch CYPs nicht ausgeschlossen werden kann. Andererseits
kénnten diese aber auch am Transport anderer Proteine beteiligt sein und damit z. B. Signale weiterleiten.
Zur Untersuchung dieser Fragestellung bietet sich B. mapus an, da Phloemexsudat von B. napus im
Vergleich zu A. thaliana in ausreichendem Mal3 gewonnen werden kann und gleichzeitig direkt an einer
relevanten Nutzpflanze gearbeitet wird. Da das Probenvolumen des Phloemexsudats limitierend war,
konnte keine differentielle 2D-Gelelektrophorese durchgefihrt werden. Deshalb wurden die Proben
mittels LC-MS/MS proteomanalytisch untersucht, da fiir diese geringere Proteinmengen austeichen. Um
Informationen iber die Rolle der CYPs wihrend der Virusinfektion zu gewinnen, sollten nicht nur
Proteomstudien von Phloemproben, sondern auch von Blattproben, welche den lokalen Infektionsort
reprasentieren, durchgefithrt werden. Durch die Beobachtung von Verinderungen in der Abundanz
sollten somit Hinweise auf die Funktion der CYPs erhalten werden.

Die Symptome einer TuMV-Infektion von B. mapus gestalten sich divers. B. napus Kultivare besitzen
unterschiedlich starke Resistenzen gegen die TuMV-Infektion, sodass je nach Kultivar verschiedene
Symptome auftreten. So zeigen empfindliche Kultivare ein Mosaikmuster, wihrend andere Kultivare mit
einer hypersensitiven Immunantwort reagieren, welche zu einer Nekrose fithrt. Da sich Virus und Pflanze
aber vermutlich im Sinne der Co-Evolution parallel zueinander weiterentwickelt haben, ist die Stirke der
Symptome nicht nur von dem infizierten B. mapus Kultivar, sondern auch von dem TuMV-Stamm
abhingig, da einige Stimme virulenter sind als andere. Der in dieser Arbeit verwendete TuMV-Stamm
UK1 fiihrte zu einem Mosaitkmuster in B. #napus Drakkar Blittern. Die Pflanzen wurden aber kaum in
threm Wachstum behindert, infizierte und Mock-behandelte Pflanzen zeigten keine Unterschiede in ihrer

GroBe. Auch die Menge an gewonnenem Phloemexsudat war nach beiden Behandlungen dhnlich.
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3.6.1 Infektions- und Kontaminationskontrolle der Proben

Zum einfachen Nachweis der Infektion wurde ein Viruskonstrukt verwendet, welches eine GFP-
Genkopie beinhaltet (Abbildung 36), sodass wihrend der Replikation 16sliches GFP zusitzlich zu den
viruseigenen Proteinen synthetisiert wird. Ein GFP-Signal zeigt deshalb den Replikationsort des Virus an.
Die Pflanzen konnten somit auf eine systemische Infektion hin untersucht werden. Der Virus repliziert
aktiv in allen pflanzlichen Organen von Blatt bis Bliite und zeigt damit eine systemische Verbreitung
(Abbildung 37). Das GFP-Signal der Blitter entsprach einem Mosaikmuster und es war deutlich zu sehen,
dass die Infloreszenz, an welcher die Phloemproben gewonnen wurden, zum Zeitpunkt der Probennahme
infiziert war. Gleichzeitig war auch zu sehen, dass die Mock-behandelten Proben keinerlei GFP-Signal
zeigten und somit nicht versehentlich durch eine Ubertragung des Virus wihrend der Anzucht infiziert

wurden (Abbildung 37).

6K 6K2
5 4 P1 ‘GFP|HC-Pro| P3 ‘ | Cl H VPg ‘ Nia ‘ Nib | cp }—A,_, 3
<

PIPO

Abbildung 36: Schematische Darstellung des verwendeten TuMV-GFP-Konstrukts. Zwischen P1 und HC-Pro wurde eine
GFP-Genkopie inseriert.

Ein Western Blot bestitigte dieses Ergebnis. Fir diesen wurde zum Nachweis der Infektion sowohl ein
TuMV-, als auch ein GFP-Antikérper verwendet. Hierbei ist anzumerken, dass der TuMV-Antikérper mit
aus Pflanzenextrakt gewonnenem Virus hergestellt wurde. Dies fithrt dazu, dass es viele
Hintergrundbanden gibt, die nicht virus-, sondern pflanzenspezifisch sind. Dennoch waren zwei
virusspezifische Banden in den Proteinextrakten aus infiziertem Blattmaterial deutlich sichtbar. Die
prominenteste Bande stellt vermutlich das CP dar, welches ein MW von 33 kDa besitzt, und auch in
Phloemexsudat der infizierten Pflanzen detektiert werden konnte. Dieses Ergebnis konnte durch die
Verwendung des GFP-Antikérpers bestitigt werden. Nur in den Proben der infizierten Pflanzen konnte
ein Signal, welches in etwa dem MW von GEFP mit 26 kDa entspricht, detektiert werden. Somit konnte der
Nachweis der Infektion erbracht werden. Zudem zeigte dieser Versuch aber auch, dass die Proben der
Mock-behandelten Pflanzen wihrend der Probennahme und Proteinextraktion nicht mit infiziertem
Material kontaminiert wurden. Denn auch durch eine starke Uberbelichtung konnten in den Mock-

behandelten Proben keine TuMV- oder GEFP-spezifischen Signale detektiert werden.

92



Ergebnisse & Diskussion

Tageslicht UV-Licht
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Abbildung 37: Das Turnip mosaic virus vetbreitet sich innerhalb B. napus cv. Drakkar systemisch. Anhand des wihrend
der Replikation gebildeten GFPs kann die Virusinfektion unter UV-Licht verfolgt werden. Die Bilder wurden 52 Tage nach der

Infektion aufgenommen.
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Abbildung 38: Western Blot der LC-MS/MS Proben zum Nachweis der TuMV-Infektion. Zum Nachweis der

Virusinfektion wurden die Proben mit zwei verschiedenen Antikérpern analysiert: (A) anti-TuMV und (B) anti-GFP. Die TuMV-
spezifischen Banden sind gekennzeichnet (Pfeil). Aufgetragen wurden die fur die LC-MS/MS-Analyse verwendeten sechs
Proteinextrakte aus Blatt (TuMV und Mock, jeweils 1-3) sowie zusitzlich Phloemexsudat, welches parallel zu den verwendeten
Proben gewonnen wurde. Aufgrund des getingen Probenvolumens konnten nicht die fur die LC-MS/MS-Analyse verwendeten
Phloemexsudate getestet werden. Parallel gesammelte Exsudate zeigten eine durchweg reine Probennahme, sodass hier

exemplarisch ein Western Blot gezeigt ist. Jede Spur wurde mit 20 ug Proteinextrakt aus Blatt bzw. 10 ul Phloemexsudat beladen.

3.6.2 LC-MS/MS Proteomanalyse

Betrachtet man differentielle Datensitze, so muss zunichst die Datenqualitit Gberprift werden. Dies kann
fur die gewonnenen LC-MS/MS-Daten mit einer dreidimensionalen PCA dargestellt werden (Abbildung
39). Insgesamt ldsst sich fir die Blatt- und Phloemdatensitze feststellen, dass sich die Mock- und TuMV-
Daten sehr stark dhneln und innerhalb einer Gruppe stirker divergieren, als zwischen den Gruppen. Dies
zeigt, dass das Proteom durch die TuMV-Infektion keine starken Anderungen erlebt. Zusitzlich kénnten
die geringen Unterschiede in den Datensitzen der Blattproben daher stammen, dass die Infektion der
Blitter einem Mosaikmuster entspricht. Wie in Abbildung 37 zu sehen ist, wechseln sich infizierte (griin)
und nicht-infizierte (rot) Bereiche ab. Fir die Proteinextraktion wurde nicht dezidiert nur infiziertes

Gewebe verwendet, sondern das gesamte Blatt gemoérsert und ein Teil hiervon fiir die Extraktion in
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Abbildung 39: Dreidimensionale PCA-Analyse der Blatt- und Phloemdaten. (A) Blatt. (B) Phloem. Mock = Mock-
behandelte Probe, TuMV = TuMV-infizierte Probe.
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in Puffer aufgenommen. Dementsprechend kdnnte ein Gemisch aus infiziertem und nicht-infiziertem
Gewebe verwendet worden sein, was zu einer verringerten Divergenz zwischen den Mock- und TuMV-
Datensitzen fithren wiirde. Beziiglich der Phloemproben ist anzumerken, dass diese an unterschiedlichen
Tagen gesammelt wurden. Da sich die Menge an Licht oder auch die Umgebungstemperatur auf die
Komposition des Phloemproteoms auswirken konnte, konnte dies einen Faktor darstellen, der zu Varianz
fithrt. Am stirksten unterschieden sich die Phloemdaten auf der z-Achse und zeigten damit einen
hinreichenden Unterschied zueinander.

Dass sich die Datensitze sehr stark dhneln, spiegelt auch der Volcano Plot wieder (Abbildung 40). Dieser
macht auf einen Blick deutlich, dass es sehr schwierig ist, signifikante Anderungen zu finden. Die Daten
der Blattproben waren weniger differentiell zueinander (Abbildung 40A), als die der Phloemproben
(Abbildung 40B) und der logx(Fold Change) war insgesamt sehr niedrig. Um einen FEindruck
moglicherweise regulierter Proteine zu bekommen, wurden die Grenzen so gesetzt, dass sie einer

Anderung von 20 % entsprechen. Besonders die Analyse des Blattdatensatzes zeigte, dass die meisten
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Abbildung 40: Volcano Plot der Blatt- und Phloemdaten. Der Volcano Plot ermdglicht die graphische Darstellung der
differentiellen Blatt- (A) und Phloemdaten (B). Die untere Abbildung stellt einen Ausschnitt des Volcano Plots zur besseren
Darstellung der BnCYPs dar. Mit dem Fold Change wird die Verinderung TuMV/Mock angegeben. Die Grenzen des logz(Fold
Change) entsprechen einer Anderung von 20 %. Als signifikant wurden nur Anderungen mit einem p-value <0,05 gewertet, was

einer Fehlerquote von 5 % entspricht.
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Proteine innerhalb dieser Grenzen zu finden sind. Insgesamt konnten durch die LC-MS/MS-Analyse der
Virusinfektion 10 BnCYPs im Blatt und 18 im Phloem identifiziert werden (Abbildung 40). Nur wenige
zeigten durch die Virusinfektion Anderungen in ihrer Abundanz, wobei mit der Ausnahme eines BnCYPs
auch keine weiteren signifikant waren. Mit einem Fold Change von 1,22 und einem p-value von 0,006
konnte nur BnCYP27-3 im Blatt als signifikant von der Virusinfektion beeinflusst identifiziert werden. Die
Anderung in der Abundanz von BnCYP27-3 resultiert vermutlich eher daher, dass die Virusreplikation am
Chloroplasten deren Funktion und Struktur und somit auch die Abundanz vieler chloroplastidirer
Proteine beeinflusst, als aus einer spezifischen Regulierung dieses Proteins (Zhao ¢ a/. 2016). Dass im
Blatt vor allem chloroplastidire Proteine beeinflusst werden, konnten auch Genexpressionsdaten aus
A. thaliana demonstrieren (Yang et al. 2007). Aber auch RNA-Seq Daten aus B. #apus Blattmaterial
konnten dies bestitigen. Nach diesen konnten die vermutlich chloroplastidir lokalisierten Isoformen
BnCYP27-2 und BnCYP27-4 sowie die vermutlich cytosolisch lokalisierten Isoformen BnCYP34-1 und
BnCYP34-2 herunterreguliert sein (Khalid Amari, unpublizierte Daten).

Die statistische Analyse hat zudem gezeigt, dass im Phloem keine BnCYPs signifikant reguliert sind. Der
Virus scheint somit keine systemischen Verdnderungen von CYPs hervorzurufen. Passend zu bereits
publizierten Daten aus Blattmaterial zeigte sich aber auch im Phloem ein Einfluss des Virus auf die
Abundanz von ribosomalen und proteasomalen Untereinheiten sowie Proteinen, die an unterschiedlichen
Prozessen des Stoffwechsels beteiligt sind (Yang ez a/. 2007).

Um die Funktion der CYPs unabhingig von ihrer Abundanz zu untersuchen, sollten nun im Sinne der
Pflanzenbiologie verschiedene Mutanten wie Knockout-, Knockdown- oder Uberexpressionsmutanten
herangezogen und Infektionsexperimenten ausgesetzt werden. Da allerdings bis zum Ende der Arbeiten
keine B. mapus Mutanten erstellt werden konnten, musste hierfiir auf nah verwandte Mutanten der
Brassicaceen  zurtckgegriffen werden. Dies ist durch die Verfiigbarkeit von A thaliana T-DNA-

Insertionslinien méglich (siche Abschnitt 3.8).

3.7 Einfluss der Virusinfektion auf die Genexpression von AtCYPs

Wie zuvor erwihnt, wurde bereits eine Genexpressionsstudie zu einer TuMV-Infektion von A. thaliana
Col-0 in Yang et al (2007) veroffentlicht. In dieser Studie wurde die Genexpression in vier Zonen
ausgehend von der Infektionsstelle analysiert (Abbildung 41A). Insgesamt zeigte sich, dass der Einfluss
des Virus auf die Genexpression dort besonders stark ist, wo die Viruskonzentration hoch ist. Mit
abnehmender Viruskonzentration nahm auch die Anzahl an regulierten Genen und die Stirke der
Regulation ab. Vorrangig wurden Gene, die an der Immunantwort beteiligt sind, sowie welche, die
proteasomale und ribosomale Untereinheiten kodieren, hochreguliert. Runterreguliert wurden hingegen
Gene, die dem Stoffwechsel, der Zellwand und dem Chloroplasten zugeordnet werden. Zudem konnte
das TuMV die Immunantwort nicht systemisch induzieren (Yang e a/. 2007).

Wurden diese Daten auf AtCYPs hin untersucht, zeigte sich, dass aullerhalb von Zone 0 kein AtCYP als

signifikant reguliert identifiziert werden konnte. Die Abundanz der AtCYPs wird demnach nur lokal am
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primdren Infektionsort durch den Virus beeinflusst. Aber auch hier waren die AtCYPs nicht stark reguliert
(Abbildung 41B). Dies entspricht auch den zuvor diskutierten B. #apus Proteomdaten. Die Abundanz der
CYPs in Brassicaceen indert sich demnach durch die Virusinfektion sowohl auf mRNA- als auch auf

Proteinebene nur in sehr geringem Mal3.

A B zone0
AtCYP18-1 0,68
% AICYP18-4 0,83
ACYP19-3 1,08
AICYP20-1 1,51
AICYP38 1,02
2 a 0 1 2

log.{Fold Change)

Abbildung 41: Riumliche Analyse des Einflusses der TuMV-Infektion auf die Genexpression von AtCYPs.
(A) Schematische Reprisentation der vier priparierten Zonen auf einem A thaliana Blatt. Graue Bereiche stellen
Infektionszentren dar, die durch die GFP-Fluoreszenz detektiert werden konnten. Zone 0 befindet sich im Epizentrum der
Infektion. Zone 1 liegt angrenzend an Zone 0 noch innerhalb der GFP Fluoreszenz. In Zone 2 befand sich peripher zum
Infektionsort, sodass noch eine schwache GFP-Fluoreszenz vorlag. Zone 3 besal} keinen direkten Kontakt zur GFP-Fluoreszenz.

Verindert nach Yang ef a/. (2007). (B) Darstellung der signifikant regulierten AtCYPs aus Zone 0 (p-value <0,05).

3.8 Etablierung von A. thaliana Mutanten fiir Stressexperimente

Um die Funktion eine Proteins innerhalb der Pflanze zu entschliisseln, werden haufig iz vivo Experimente
durchgefiihrt. Diese dienen dazu, Verinderungen direkt in der Pflanze zu studieren, sodass anhand des
Phinotyps Riickschliisse auf die Funktion eines Gens gezogen werden kénnen. In Hinblick auf CYPs ist
vor allem interessant, ob diese unter normalen Anzucht- und vor allem aber unter Stressbedingungen
einen Finfluss auf den Phinotyp besitzen. Zur gezielten Untersuchung eines bestimmten Gens werden
Mutanten genutzt, welche beispielsweise durch die Einbringung von T-DNA in das Genom von
A. thaliana ber Agrobacterinm tumefaciens exrstellt werden kénnen. Durch die Insertion der T-DNA innerhalb
eines funktionellen Gens kann dessen Funktion entweder vollstindig (Knockout) oder teilweise
(Knockdown) beeintrichtigt sein. Eine Kollektion solcher Mutanten wird vom SALK-Institut zur
Verfiigung gestellt (O'Malley ez al. 2015).

Die Auswahl der Mutanten richtete sich nach den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit. Aus den B. napus
Proteom und RNA-Seq Daten stellten AtCYP20-2, AtCYP20-3 und AtCYP26-2 potentielle, an der
Virusinfektion beteiligte Kandidaten dar. Zusitzlich wurden die single-domain CYPs AtCYP18-4 und
AtCYP19-3 aus den A. thaliana Genexpressionsdaten ausgewihlt sowie AtCYP18-3 und AtCYP19-1, da
diese in der Literatur als an der Immunantwort beteiligt beschrieben sind. Zudem ist die Untersuchung der

cytosolisch lokalisierten siugle-domain CYPs insofern interessant, als dass diese innerhalb dieser Arbeit
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bereits in vitro strukturell und funktionell untersucht wurden, sodass die Ergebnisse miteinander verkniipft
werden kénnen.

Da fir die Untersuchung von Phinotypen nach Mdéglichkeit zwei unabhingige T-DNA-Insertionslinien
verwendet werden sollten, wurden, wenn méglich, entsprechend zwei Linien pro Gen ausgewihlt (Tabelle
24). Ungefihr 50 % der SALK-Linien tragen eine zweite T-DNA Insertion an einer anderen Stelle, sodass
sich nur durch die Verwendung mehrerer Mutanten ausschlieBen ldsst, dass eine zweite Insertion den
beobachteten Effekt verursacht. Bevor Aussagen tiber den Phinotyp von Mutanten getroffen werden
koénnen, missen diese zundchst auf die T-DNA-Insertion und deren Lage hin Giberprift werden. Zudem
muss auch nachgewiesen werden, ob die T-DNA-Insertion die Expression des Zielgens beeinflusst, es

sich also um Knockdown- oder Knockout-Mutanten handelt.

Tabelle 24: Untersuchte A. thaliana Mutanten.

AtCYP Gen Linie verwendet in BnCYP-Homolog

AtCYP18-3

AHg38740

SALK_050945C
SALK_121820C

Trupkin ef al. 2012
Trupkin ef al. 2012

BnCYP18-4/18-6/18-7

AtCYP18-4  _Arg34870 GABI_578C07 - BnCYP18-2/18-3
AtCYP19-1  A#2¢16600 SALK_095698C - BnCYP18-5/18-8
SALK_063724C Pogorelko ez al. 2014
AtCYP19-3  _A#3¢56070 SALK_067272 - BnCYP19-1/19-2
AtCYP20-2  At5¢13120 SALK_024971C Sirpi6 et al. 2009, BnCYP27-3/27-5

Park et al. 2013
SALK _129937C Edvardsson ez al. 2007

AtCYP20-3  A#3962030 GABI_159E05 -
SALK_001615C Dominguez-Solis ef al. 2008,

Park et al. 2013

AtCYP26-2  Ag74070 SALK_049034C -

SALK_028513C -

BnCYP34-1/34-2

3.8.1 Genotypisierung, Nachweis der T-DNA-Insertionsstelle und Genexpressionsanalyse

Fir die Genotypisierung der T-DNA Insertionslinien wurden zwei verschiedene Kombinationen aus gen-
und T-DNA-spezifischen Primern verwendet, welche den Nachweis des Wildtypallels und dessen durch
die T-DNA-Insertion verinderte Variante ermdéglichen (schematisch dargestellt in Abbildung 42A). Das
Bandenmuster zeigt somit eindeutig, ob ein homozygoter Wildtyp, eine heterozygote Mutante oder eine
homozygote Mutante vorliegen. Die Ergebnisse der Genotypisierung sind in Abbildung 42 fir die
cytosolisch lokalisierten AtCYPs und in Abbildung 43 fiir die chloroplastidir lokalisierten AtCYPs
zusammengefasst. Hs konnten fiir alle SALK-Linien sowie die beiden GABI-Linien homozygote
Mutanten identifiziert werden. Fiir Linie SALK_067272 sind beim SALK Institut (http://signal.salk.edu/)
zwel Sequenzierungen zu finden, was eine Insertion der T-DNA an zwei unterschiedlichen Stellen im
Genom vermuten ldsst. Diese Sequenzierungen betreffen zwei verschiedene Gene, A/CYP719-3

(A13g56070) und RLP34 (A#3g11010). Wie Abbildung 42G und H zeigen, konnte allerdings nur in
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Abbildung 42: Ergebnisse det Genotypisierung von SALK- und GABI-Linien, deren Zielprotein im Cytosol lokalisiert
ist. (A) Schematische Darstellung der verwendeten Primer und deren Produkte auf einem Agarosegel. Die genspezifischen Primer
LP und RP amplifizieren das Wildtypallel des untersuchten Gens mit einer ProduktgréBie von etwa 900 bp. Im Gegensatz hierzu
wird bei Einsatz des T-DNA-spezifischen Primers LB in Kombination mit dem genspezifischen Primer RP eine vorhandene
T-DNA-Insertion nachgewiesen (Produkt 410+n bp). (B-H) Ergebnisse der getesteten Linien. Fir die Linie SALK_067272
wurden zwei betroffene Gene vermutet, allerdings zeigt das Ergebnis eindeutig keine T-DNA-Insertion in RPL34 (H). Die
Abkiirzungen Wt und T-DNA stehen fir die in der PCR eingesetzten Primerkombinationen: Wt = Primer LP und RP,
T-DNA = Primer LB und RP.

ACYP19-3 eine T-DNA-Insertion nachgewiesen werden. RPL34 enthielt keine T-DNA-Insertion und
somit wird angenommen, dass in dieser Linie nur eine einzige T-DNA-Insertion vorlag.

Nachdem der Nachweis erbracht wurde, dass eine T-DNA-Insertion vorlag, galt es im nidchsten Schritt
die Lage dieser Insertion zu bestimmen und nachzuweisen, ob diese Auswirkungen auf die Expression des
Zielgens hat. Die Lage der T-DNA-Insertion konnte fiir alle Linien erfolgreich bestimmt werden
(Abbildung 44). Dabei konnte die T-DNA in unterschiedlichen Bereichen der Gene wie der
Promototregion, der 5'UTR, der 3'UTR, im Exon oder im Intron lokalisiert werden (Tabelle 25).
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Abbildung 43: Ergebnisse der Genotypisierung von SALK- und GABI-Linien, deren Zielprotein im Chloroplasten
lokalisiert ist. (A-F) Ergebnisse der getesteten Linien. Die Abkiirzungen Wt und T-DNA stehen fir die in der PCR eingesetzten
Primerkombinationen: Wt = Primer P und RP, T-DNA = Primer LB und RP.

Die Genexpressionsanalyse von SALK_121820 und SALK_050945C, welche eine T-DNA-Insertion in
der Promotorregion von A/CYP78-3 besitzen, zeigte einen Knockdown des A/CYP78-3-Gens in
SALK 121820 (Abbildung 44A). In SALK _050945C konnte dagegen keine Verdnderung der Gen-
expression beobachtet werden. Beide Linien wurden bereits in Trupkin e 2/ (2012) untersucht, wo die
semiquantitative RT-PCR ein dhnliches Ergebnis zeigte. Auch in dieser Arbeit entsprach die Expression in
SALK_050945 nahezu der des Wildtyps. Allerdings wurde aus den Daten geschlossen, dass A/CYP78-3 in
beiden Linien verringert exprimiert wird, es sich also um Knockdown-Linien handelt.

Wie in Abbildung 44B zu sehen ist, zeigten weder SALK_063724C noch SALK_095698C eine verringerte
Expression des A/CYP79-1-Gens. Die T-DNA-Insertion befand sich in beiden Linien in der 5'UTR und
beeinflusste die Genexpression offensichtlich nicht. Im Gegensatz zu dieser Beobachtung wird
SALK_063724 (A#CYP19-1) in Pogorelko et al. (2014) als eine Knockout-Mutante beschrieben. Der
Nachweis wurde hier per qPCR erbracht und widerspricht dem Ergebnis aus Abbildung 44B.

Fir AxCYP19-3 konnte hingegen erfolgreich eine Knockout-Mutante identifiziert werden. In
SALK_067272 befand sich die T-DNA-Insertion im Exon, was zu einem Knockout des .A/CYP79-3-Gens
fithrt (Abbildung 44C). Diese Linie wurde bisher in keiner Publikation beschrieben.

Da diese Ergebnisse mit einer semiquantitativen RT-PCR gewonnen wurden, wiirde sich eine
Wiederholung des Nachweises mit einer quantitativen RT-PCR (qPCR) anbieten, um das exakte

Expressionslevel zu bestimmen.
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Abbildung 44: Lage der T-DNA-Insertion und Nachweis der Expression des Cyclophilingens. Die Insertionsstelle der T-
DNA konnte fiir alle Linien erfolgreich bestimmt werden, nicht aber der Nachweis der Genexpression: (A-C) Fiir drei Gene,
ArCYP18-3, ACYP19-1 und AxCYP19-3, konnte eine RT-PCR erfolgreich durchgefihrt werden. (D-G) Fur die Gene
AtCYP184, AtCYP20-2, AtCYP20-3 und ArCYP26-2 hingegen muss der Nachweis tiber eine RT-PCR noch erbracht werden.

Die Erstellung von Primern zur Amplifikation von CYP-Genen ist nicht trivial, denn sie enthielten
Bereiche, deren Sequenz entweder palindromisch war oder mehrere Liufe gleicher Basen aufwies. Wird in
einem solchen Bereich ein Primer erstellt, fihrt dies dazu, dass der Primer in der spiteren PCR-Reaktion
eine hohe Affinitit zu sich selbst besitzt und starke Dimere ausbildet. Dies behindert die Amplifikation
des Gens wihrend der PCR. Zudem wurden fur einige Primerpaare, die solche Bereiche vermieden,
Nebenprodukte entdeckt. Dies fithrte dazu, dass die RT-PCR zur Genexpressionsanalyse bis zum
Abschluss der Arbeiten nicht fur alle Linien beendet werden konnte (Abbildung 44D-G). Hier ist der
Nachweis des Knockouts bzw. Knockdowns noch zu erbringen.

Da aber einige der verwendeten Linien bereits in Verdffentlichungen verwendet wurden, bieten diese
einen Anhaltspunkt, ob es sich auch bei den noch nicht untersuchten Linien um Knockout- oder
Knockdown-Mutanten handelt. SALK _001615C wurde bereits in Dominguez-Solis e al. (2008)
untersucht. In dieser Verdffentlichung wird die T-DNA-Insertion im 5. Exon von A#CYP20-3 dargestellt.
Wie in Abbildung 44F zu sehen ist, konnte die Insertion innerhalb dieser Arbeit aber im 6. Exon
nachgewiesen werden. Da in Dominguez-Solis ¢7 /. (2008) die Anzahl an Exons fehlerhaft ist (7 anstatt

9 Exons), koénnte es sich dennoch um die gleiche Insertionsstelle handeln. Auch wurde in dieser
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Veroffentlichung die Genexpression von A/CYP20-3 in SALK_001615C untersucht und es konnte
gezeigt werden, dass das Gen durch die T-DNA-Insertion nicht mehr exprimiert wird. Es handelt sich
damit um eine Knockout-Linie.

Die Linien SALK _129937C und SALK_024971C stellen . AtCYP20-2-Mutanten dar. Fur SALK_129937
konnte in Edvardsson ez al 2007 gezeigt werden, dass diese ein Knockdown des A/CYP20-2-Gens ist.
SALK_024971C wurde erstmalig in Sirpi6 ez a/. 2009 verwendet. Allerdings wurde die Genexpression von
ArCYP20-2 in dieser Verdffentlichung weder gezeigt noch diskutiert. Spiter wurde aber in Park e 4l
(2013) gezeigt, dass es sich hier um eine Knockout-Mutante handelt.

Die Linien GABI_578C07 (AtCYP18-4), GABI_159E05 (AtCYP20-3), SALK_049034C und
SALK_028513C (beide AtCYP26-2) wurden in der Literatur noch nicht beschrieben.

Tabelle 25: Ubersicht der T-DNA-Insettionsstellen.

Gen Linie Position der Insertion Insertion liegt in/im
AtCYP18-3 (Arg38740) SALK_121820 -307 Promotor
SALK _050945C -247 Promotor
AtCYP18-4 (Ar4g34870) GABI_578C07 27 Exon
AtCYP19-1 (Ar2¢16600) SALK_063724C -40 5'UTR
SALK_095698C -35 5'UTR
AtCYP19-3 (At3g56070) SALK_067272 304 Exon
ACYP20-2 (At5¢13120) SALK_129937C -3 5'UTR
SALK_024971C 702 Exon
ACYP20-3 (At3g62030) GABI_159E05 594 Intron
SALK_001615C 1522 Exon
AtCYP26-2 (At1g74070) SALK_028513C +18 3'UTR
SALK_049034C +157 3'UTR

3.8.2 Unter normalen Wachstumsbedingungen zeigt keine AtCYP-Mutante einen Phinotyp

Alle zwolf Mutanten zeigten unter normalen Wachstumsbedingungen keinen offensichtlichen Phinotyp.
Selbst die beiden als Knockout bzw. Knockdown identifizierten Mutanten SALK_067272 und
SALK_121820 wuchsen identisch zum Wildtyp. Diese Beobachtung wird auch durch die Literatur
unterstiitzt. Denn bisher wurden Phinotypen nur unter Stressbedingungen beschrieben, was wiederum die
Rolle der CYPs in der Stressantwort verdeutlicht. Dass weder Knockdown noch Knockout einen Effekt
auf den Phinotyp zeigen, kénnte zudem darauf hindeuten, dass sich AtCYPs aufgrund ihrer hohen
Sequenzihnlichkeit komplementieren kénnen. Eine solche, auf den Phinotyp wirkende Redundanz
koénnte deshalb i# wivo anhand von Mehrfachmutanten untersucht werden. Nach der
Genexpressionsanalyse der verbleibenden Linien kénnten demnach Knockout- und Knockdown-
Einzelmutanten gekreuzt werden, um Doppelmutanten zu erstellen. Interessant wiren im Zusammenhang
mit der Immunantwort vor allem solche, deren betroffenen Gene bereits als mit der Pathogenabwehr
assozilert beschrieben wurden. Interessant ist diese Vorangehensweise vor allem, da bisher noch keine

CYP-Doppelmutanten publiziert wurden. Es gibt aber Studien zu einer Immunophilin-Doppelmutante, in
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welcher  AtCYP20-2 und AtFKBP13 ausgeschaltet sind. Diese zeigte wunter normalen
Anzuchtbedingungen, Kiltestress und Lichtstress ebenso wie die Einzelmutanten keinen Phinotyp.
AtCYP20-2 und AtFKBP13 sind im Thylakoidlumen des Chloroplasten lokalisiert und nehmen dort eine
wichtige Rolle als Bestandteil des NAD(P)H-Dehydrogenasekomplexes (AtCYP20-3) und in der
Akkumulierung des Rieske Proteins, einer Untereinheit des Cytochrom bsf Komplexes, (AtFKBP13) ein.
Zudem sind sie die einzigen aktiven PPlasen in diesem Kompartiment. Dass ihr Knockout zu keinem
Defizit gefithrt hat, ldsst darauf riickschlieBen, dass ihre Funktion unabhingig von ihrer PPlase Aktivitit
ist und von anderen Immunophilinen kompensiert werden kann. Denn auBler AtCYP20-2 und AtFKBP13
sind noch 14 weitere Immunophiline, davon 4 CYPs und 10 FKBPs im Thylakoidlumen lokalisiert
(Ingelsson et al. 2009; Sirpio et al. 2009; Gupta e al. 2002). Somit zeigt diese Mutante, dass Immunophiline
zumindest im Thylakoidlumen vermutlich redundant zueinander sind.

Bislang konnte der Einfluss von CYPs auf den Phinotyp unter Lichtstress, oxidativem Stress sowie einer
bakteriellen Infektion als biotischem Stress gezeigt werden. So zeigten SALK 121820 und
SALK_050945C, beides Mutanten des A/CYP18-3-Gens, unter variierten Lichtbedingungen
(Wellenldngen im blauen, dunkelroten oder roten Bereich) Verinderungen in der Entfaltung der
Cotyledonen und der Hypokotyllinge (Trupkin ez a/ 2012). SALK_001615C hingegen, wie bereits
beschrieben ein Knockout des A/CYP20-3-Gens, reagierte hypersensitiv gegeniiber oxidativem Stress,
welcher durch starkes Licht, hohe Salzkonzentrationen und osmotischen Schock induziert wurde
(Dominguez-Solis ¢f al. 2008). Und SALK_063724, publiziert als Knockout des A/CYP79-1-Gens, wurde
als hypersensitiv gegentiber P. syringae-Infektionen beschrieben (Pogorelko ez al. 2014).

In Hinblick auf die an B. #agpus untersuchte Virusinfektion steht nun vor allem diese im Fokus weiterer
Untersuchungen. Da AtCYP19-3 bereits mit der Virusinfektion assoziiert wurde (Kovalev und Nagy
2013) und mit der Linie SALK_067272 eine Knockout-Mutante identifiziert werden konnte, stellt diese
den wichtigsten Kandidaten der etablierten Mutanten fiir Infektionsexperimente dar. Im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit konnten aber keine Infektionsexperimente durchgefiihrt werden, sodass mit den
etablierten Mutanten eine Grundlage fiir nachfolgende Studien gelegt wurde. Zwar scheinen CYPs durch
die Virusinfektion nur in geringem Mal3 reguliert zu sein, sie kénnten aber dennoch essentielle Funktionen
ausiiben, sodass sich ein Verlust wihrend einer Infektion phéinotypisch auswirken kénnte. Des Weiteren
stellen auch abiotische Stressoren eine Moglichkeit dar, um die Rolle von CYPs innerhalb der Pflanze zu
untersuchen. Denn neben Licht- und oxidativem Stress konnten auch unter Hitze- und Wasserstress

Verinderungen in der Genexpression der AtCYPs beobachtet werden (siche Tabelle A3 im Anhang).
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Die erfolgreiche Kultivierung von Nutzpflanzen wie B. napus ist fir die Gesellschaft von grof3er
Bedeutung, um den wachsenden Bedarf an Nahrungsmitteln und Biomasse zu decken. Doch sich
indernde oder schidliche Umwelteinfliisse sowie Infektionen der Pflanzen fithren nicht selten zu
Qualititsminderungen oder ErnteeinbuBen. Um dem entgegenzuwirken ist unter anderem die
Entwicklung neuer Sorten, die eine erhShte Toleranz oder Resistenz gegen solche Stressoren aufweisen,
von entscheidender Bedeutung. Kenntnisse tiber Stressreaktionen kénnen aber auch fiir die Anzucht von
Nutzpflanzen an Standorten angewendet werden, welche keine optimalen Wachstumsbedingungen
aufweisen wie z. B. sehr trockene Regionen. Grundlegend ist dabei das Verstindnis der Vorginge
innerhalb der Pflanze. Da CYPs bereits mit Stressantworten assoziiert wurden, stellte sich die Frage, ob
diese einen Ansatzpunkt fiir tolerantere oder gar resistente Sorten darstellen. Um diesen Sachverhalt
umfassend zu kliren, ist es entscheidend, den Einfluss von CYPs auf abiotische und biotische
Stressantworten sowie die damit verbundene Signalweiterleitung auf molekularer Ebene aufzukliren.

Innerhalb der vorliegenden Arbeit lag der Fokus auf biotischen Interaktionen mit Viren. Da humane
CYPs auf vielfiltige Weise mit Viren interagieren kénnen und somit ein Ziel fiir antivirale Medikamente
sind, kénnten CYPs aufgrund ihrer hohen Konservierung in Pflanzen dhnliche Rollen erfiillen. Diese
Arbeit sollte deshalb einen Einblick in den FEinfluss von CYPs wihrend einer Virusinfektion der
Nutzpflanze B. napus geben. Die grof3iten CYP-Proteinfamilien wurden bisher fiir photosynthetisch aktive
Organismen wie Griinalgen und Pflanzen beschrieben. Dies ldsst vermuten, dass sie in Pflanzen eine
zentrale Bedeutung in wesentlichen physiologischen Prozessen einnehmen. Dennoch ist bis heute die
physiologische Rolle der meisten CYPs in Pflanzen nicht entschliisselt. Innerhalb dieser Arbeit konnte der
CYP-Familie aus B. napus anhand einer bioinformatischen Datenbanksuche basierend auf bekannten
A. thaliana CYPs eine erstaunlich grole Anzahl an B#CYP-Genen zugeordnet werden. So konnten 94
Gene der CYP-Familie in Raps identifziert werden, die 91 unterschiedliche CYP-Proteine kodieren und
damit die bisher groBte CYP-Proteinfamilie darstellen (Abschnitt 3.1). Eine Transkriptomanalyse
bestitigte die Expression von 77 verschiedenen B#CYPs im Blatt (Abschnitt 3.1.4). Die Abundanz von
CYP-Transkripten im Phloem wurde innerhalb dieser Arbeit nicht untersucht, da Siebelemente vermutlich
keine funktionierende Transkriptionsmaschinerie besitzen und zunichst die Rolle der Proteine im Phloem
untersucht werden sollte. Nichtsdestotrotz konnte auch die mRNA eine Funktion austiben und z. B. iber
das Phloem als Signal weitergeleitet werden (Kehr und Buhtz 2008). Eine Studie mobiler mRNAs aus
A. thaliana zeigte, dass die Transkripte von finf CYPs (AtCYP18-2, AtCYP19-1, AtCYP20-2, AtCYP38,
AtCYP57) mobil sind, sodass vermutet wird, dass diese iiber das Phloem transportiert in entfernten

Organen eine Funktion austiben kénnten (Thieme e a/. 2015). Allerdings ist die Studie von mRNAs in
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B. napus mit dessen zweifachem Chromosomensatz iiber eine RT-PCR oder qPCR aufgrund der grofen
Anzahl sehr dhnlicher Sequenzen problematisch. Denn wie auch die Klonierung der BnCYPs zeigte
(Abschnitt 3.3.1), binden Primer hiufig an mehrere Isoformen, sodass diese nicht getrennt voneinander
betrachtet werden kénnen. Neben der mRNA kann aber auch das Protein selber als Langstreckensignal
wirken, wie fir SICYP1 in Tomate (Solanum lycopersicums) demonstriert wurde. Wie gezeigt wurde, wird es
von jungem Gewebe in die Wurzel transportiert und erftllt dort eine Funktion in der Auxin-abhingigen
Waurzelentwicklung (Spiegelman ¢# a/. 2015). Das nichste BnCYP-Homolog zu SICYP1 ist BnCYP18-5.
Da sich die 18-19 kDa BnCYPs sehr dhnlich und wie die RNA-Seq Daten zeigten konstitutiv anwesend
sind, ist es unwahrscheinlich, dass ein einzelnes CYP in Raps als Signal solch eine spezifische Funktion
erfiillt. Auch die groBe Anzahl an BnCYPs mit 91 Vertretern und die Identifizierung von 20 teilweise sehr
dhnlichen BnCYPs im Phloem unter Standardbedingungen spricht zunichst gegen eine solche Rolle in
Raps. Ohne weitere Studien zu den Auswirkungen kleiner Unterschiede in der Sequenz scheint es
zunichst wahrscheinlich, dass sich die BnCYPs ersetzen konnen, insbesondere die auf dem A- und C-
Subgenom kodierten Isoformen.

Wie bereits erwihnt, konnten innerhalb dieser Arbeit 20 BnCYP-Proteine per LC-MS/MS im Phloem
identifiziert werden, wobei 12 BnCYPs ausschlieSlich im Phloem gefunden wurden und nicht im
Blattextrakt (Abschnitt 3.2.2). Auch die 2D-Gele zeigten im Bereich der 18-19 kDa BnCYPs deutlich
mehr Spofs. Diese groflie Anzahl an BnCYPs im Phloem unterstiitzt die Annahme einer fundamentalen,
spezifischen Rolle in diesem spezialisierten Kompartiment. Zudem weist die Identifizierung gleicher
BnCYPs in unterschiedlichen Spots der 2D-Gele darauf hin, dass es im Phloem neben Phosphorylierungen
noch weitere posttranslationale Modifikationen geben kdnnte, welche sich auch deutlich von denen im
Blatt unterscheiden. Fraglich ist in diesem Zusammenhang vor allem, ob die BnCYPs bereits mit
unterschiedlichen Modifikationen in das Phloem gelangen, oder ob sie erst nach ihrem Eintritt in das
Phloem modifiziert werden. Eine tiefgreifende Analyse mittels MALDI LIFT-TOF/TOF-MS-Messungen
kénnte weitere Modifizierungen zusitzlich zu Phosphorylierungen aufdecken und somit Hinweise auf die
Funktion geben. Auch koénnten mit diesem methodischen Ansatz phloemspezifische Modifizierungen
identifiziert werden.

Zur Rolle der CYPs im Phloem besteht die Hypothese, dass diese als Faltungshelfer an dem Transport
ungefalteter Proteine tiber die Plasmodesmen in das Phloem beteiligt sind (Schobert ez 2/ 1998; Giavalisco
et al. 2006; Gottschalk e al. 2008; Rodriguez-Medina ¢# /. 2011). Dies wird durch den Nachweis einer
aktiven ¢/s/ trans Isometisierungsreaktion in Ricinus communis Phloemexsudat unterstitzt (Gottschalk e7 al.
2008). Innerhalb der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auch Phloemexsudat aus B. napus
eine ¢is/ trans Isomerisierungsaktivitit besitzt (Abschnitt 3.2.3), was zeigt, dass BnCYPs im Phloem in ihrer
nativen Form vorliegen und aktiv sind. Diese Erkenntnis stiitzt somit die Hypothese. Ob CYPs hier
unspezifisch Interaktionen eingehen oder spezifische Partner besitzen, die sie nach ihrem Transport in das
Phloem in ihrer Ruckfaltung unterstiitzen, bleibt zu untersuchen. Hierfir wire die i vitro Analyse

einzelner CYPs in Hinblick auf Unterschiede in Sequenz, Struktur und Funktion notwendig.
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Fir eine genauere Untersuchung einzelner Kandidaten im Zusammenhang mit der biotischen
Stressantwort wurde die Untergruppe der 18-19 kDa BnCYP ausgewihlt, da fiir ihre AtCYP-Homologe
eine solche Rolle bereits beschriecben wurde (siche Abschnitt 1.4.4) und innerhalb dieser Arbeit viele
Vertreter dieser Gruppe im Phloem von Raps identifiziert werden konnten (Abschnitt 3.2.2). BnCYPs
dieser Grofie haben eine vollstindige CLD ohne zusitzliche Signalpeptide, Transmembrandominen oder
andere Dominen und besitzen alle fiir die PPlase Aktivitit hoch konservierten Aminosiuren, sodass
vermutet wird, dass sie aktive PPlasen darstellen. Mit der Ausnahme von BnCYP18-1 sind sich die
anderen 9 Mitglieder dieser Gruppe sehr dhnlich. Eine Untersuchung einzelner Mitglieder kénnte deshalb
Erkenntnisse beziiglich der postulierten redundanten Wirkungsweise bringen. Aus diesem Grund wurden
mehrere Mitglieder dieser Gruppe sowie ihre AtCYP-Homologe kloniert. Im Anschluss wurden
BnCYP18-4, BnCYP18-5 und BnCYP19-1 exprimiert, aufgereinigt (Abschnitt 3.3) und intensiv
funktionell und strukturell untersucht. Zusitzlich zu den BnCYPs wurden auch die homologen AtCYPs
analysiert, um die Ergebnisse dieser beiden Brassicaceen in einen Kontext zueinander setzen zu kénnen und
weitere Informationen tber kleinste Unterschiede zu erhalten. Wihrend die Untersuchung der PPlase
Aktivitit einzelner Kandidaten einen Hinweis auf ihre Funktion als Faltungshelfer liefern kénnte, ist vor
allem auch interessant, weshalb hoch identische Isoformen im Phloem vorkommen und ob diese
redundant wirken. Auch ist fraglich, ob geringe Unterschiede in der Aminosiuresequenz bereits eine
Auswirkung auf die Funktion, sei es die PPlase Aktivitdt oder die Wechselwirkung mit Interaktions-
partnern, mit sich bringen. Wie gezeigt werden konnte, besitzen alle untersuchten BnCYPs und AtCYPs
eine PPlase Aktivitat und kénnen durch CsA inhibiert werden, wobei sich sowohl die Aktivititen als auch
die Inhibitoraffinititen nur in geringem Maf3 voneinander unterschieden (Abschnitt 3.4). Dies ldsst darauf
schlieBen, dass nicht die Geschwindigkeit der Isomerisierungsreaktion einen limitierenden Schritt bei der
Faltung darstellt, sondern vermutlich die Erkennung eines Substrats. Diese Hypothese wird dadurch
unterstutzt, dass sich die BnCYPs in ihrem aktiven Zentrum kaum voneinander unterscheiden, es aber
Aminosdureaustausche in den Randbereichen um das aktive Zentrum gibt, welche sich auf Interaktionen
auswirken kénnten (Abschnitt 3.5.4). Davon unabhingig kénnten die untersuchten BnCYPs durch einen
Redoxmechanismus in ihrer Aktivitit reguliert werden. Ob alle getesteten CYPs einer solchen Regulierung
unterliegen, kénnte durch eine Wiederholung des PPlase Assays unter oxidierenden und reduzierenden
Bedingungen geklirt werden. Da auch bereits gezeigt werden konnte, dass BnCYP18-4 und BnCYP19-1
Disulfidbriicken bilden kénnen (Abschnitt 3.3.4), sollte dies auch fiir die anderen BnCYPs und AtCYPs
getestet werden. Eine Kombination aus gelbasiertem Nachweis und Enzymaktivititsassay bietet demnach
die Méglichkeit, den Einfluss von Disulfidbriicken auf die Aktivitdt zu untersuchen.

Strukturell gesehen sind CYPs stark konserviert, sodass auch fiir BnCYPs und AtCYPs ecine starke
Ahnlichkeit in der Gesamtstruktur erwartet wurde. Sowohl die SAXS-Daten als auch die Kristallstruktur
bestitigten dies. Wihrend die SAXS-Daten dieser Arbeit die ersten veréffentlichten ab 7nitio Modelle von
CYPs darstellen, reprisentiert die Kristallstruktur von BanCYP19-1 die erste single-domain CYP-Struktur aus
Brassicaceen, da aus A. thaliana bisher nur ein multi-domain CYP kristallisiert wurde (Vasudevan ez 2/ 2012).

Interessanterweise konnte mit beiden Methoden zum ersten Mal gezeigt werden, dass CYPs einen
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flexiblen, ungeordneten C-Terminus besitzen. Neben BnCYP19-1 wurden auch Kiristallisationsversuche
mit BnCYP18-4, AtCYP18-3 und AtCYP19-3 durchgefithrt, welche bisher zu keiner erfolgreichen
Kristallbildung gefiihrt haben. In allen Ansitzen hat sich jedoch CsA als ein auf die Kristallisation positiv
wirkender Ligand erwiesen. Wahrend BnCYP19-1 mit CsA beider Hersteller (Novartis und Sigma-Aldrich,
siche Abschnitt 3.5.3) eine Kristallbildung zeigte, konnten auch CsCYP und TaCYPA-1 mit CsA
kristallisiert werden (Campos ez al 2013; Sekhon e al 2013). Auf Grundlage der in dieser Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse kénnten hier weitere Optimierungen der Konditionen (Temperatur, Protein-
konzentration, Puffer, Prizipitant und Salze) getestet werden und vermutlich in Kombination mit der
Seeding Technik (Thaller ez al. 1981) zur Kiristallbildung fithren. Da TaCYPA-1 zudem auch ohne CsA
kristallisiert werden konnte (Sekhon ¢f a/ 2013), kénnte auch weiterhin eine Kristallisation ohne CsA
fokussiert werden, um strukturelle Anderungen durch den Inhibitor ausschlieBen zu konnen. Da die
Bindung von CsA in TaCYPA-1 allerdings zu keinen signifikanten Konformationsinderungen fithrte und
auch die SAXS-Daten von BnCYP18-4, BnCYP18-5, BnCYP19-1 und AtCYP19-3 mit CsA keine starken
Anderungen in der globalen Faltung der Proteine in Losung zeigten (Abschnitt 3.5.2), scheint es keine
strukturellen Anderungen durch die Inhibitorbindung zu geben. Kann weder mit noch ohne CsA
erfolgreich kristallisiert werden, kénnten weitere Substrate wie zum Beispiel Dipeptide mit Prolin eine
Option darstellen.

Obwohl die Gesamtstruktur von CYPs hochkonserviert ist, scheinen einzelne Aminosauren durchaus
einen Einfluss auf die Funktion auszuiiben. Wie anhand einer AtCYP18-3 Mutante gezeigt wurde, fiihrt
eine Punktmutation (S58F) dazu, dass dieses AtCYP eine bisher unbekannte Funktion erhilt und anders
als die Wildtyp-Form reagiert (Ma e al. 2013; Li et al. 2014). Diese Position ist in allen single-domain CYPs
stark konserviert und liegt strukturell betrachtet an keiner fiir die Struktur oder Funktion beschriebenen
essentiellen Stelle. Zudem ist der Aminosidurerest in der Kristallstruktur von BnCYP19-1 nach innen
gerichtet, was Interaktionen unwahrscheinlich macht. Dennoch konnte gezeigt werden, dass diese
Mutante einen Einfluss auf das Stingelwachstum und die Pathogenabwehr von P. syringae hat (Ma ez al.
2013; Li et al 2014). Dieses Beispiel demonstriert eindrucksvoll, dass der Austausch einzelner
Aminosduren innerhalb der hochkonservierten CYP-Familie spezifische Funktionen vermitteln kann. In
diesem Sinne liefert die vorliegende Arbeit eine solide Grundlage fir weiterfihrende Analysen der 18-
19 kDa BnCYPs und insbesondere fiir ihre Rolle im Phloem. Denn wie die Daten dieser Arbeit zeigen,
stellen diese single-domain CYPs vermutlich funktionierende PPlasen im Phloem dar. Dass eine grofle
Anzahl sehr dhnlicher Proteine im Phloem enthalten ist, wirft vor allem die Frage auf, weshalb hier nicht
selektiert wurde und lisst vermuten, dass ihre Funktion entweder so essentiell ist, dass diese auch bei dem
Ausfall eines Mitglieds aufrechterhalten werden muss (wie z. B. ihre Rolle als Faltungshelfer), oder so
spezifisch, dass unterschiedliche Mitglieder verschiedene Interaktionspartner besitzen. Um hierauf eine
Antwort zu finden, miissen als nichstes Interaktionspartner und die fiir deren Bindung verantwortlichen
Bindestellen identifiziert werden.

Im Anschluss konnten SAXS Studien zur Untersuchung der Bindung von Interaktionspartnern

durchgefiihrt werden. Nach der Identifizierung von Interaktionspartnern wire dies ein wichtiger Schritt,
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um spezifische Interaktionen der sehr dhnlichen CYPs niher zu untersuchen. Hierbei wiren vor allem
Versuche mit Interaktionspartnern, welche groBer als CsA oder das Substrat des PPlase Assays sind,
interessant, um nicht nur die Bindung im aktiven Zentrum, sondern vor allem den Einfluss von Amino-
sdureaustauschen in naheliegenden Regionen zu bestimmen. Wie der Vergleich der Aminosiuresequenzen
verschiedener 18-19 kDa BnCYPs mit der in dieser Arbeit aufgelésten BnCYP19-1 Kristallstruktur gezeigt
hat, liegen Unterschiede vor allem im Bereich von Schleifen aulerhalb konservierter struktureller Bereiche
und des aktiven Zentrums (Abschnitt 3.5.4). Hiufig entstehen funktionelle Unterschiede zwischen
Mitgliedern einer Proteinfamilie durch strukturelle Unterschiede auf der Proteinoberfliche. Ist die
Gesamtstruktur stark konserviert, kommt strukturelle Variabilitit vor allem durch Substitutionen,
Insertionen und Deletionen einzelner Aminosduren vor. Deshalb bestimmen hiufig die Schleifen die
Spezifitit eines Proteins in einem konservierten Proteingeriist (Fiser ez a/. 2000).

Die Rolle eines Proteins zu entschliisseln ist besonders bei multifunktionalen Proteinen ohne kovalent
bindende Interaktionspartner nicht trivial. Da bereits fiir einzelne CYPs aus A. thaliana gezeigt wurde, dass
diese an unterschiedlichen Funktionen innerhalb der Pflanze beteiligt sind (siche Tabelle A3 im Anhang),
missen solche Wege zunichst separat untersucht werden. Um einen ersten Schritt in diese Richtung zu
titigen, wurde innerhalb dieser Arbeit untersucht, ob CYPs dhnlich wie in humanen Zellen einen Einfluss
auf die Virusinfektion von Pflanzen zeigen. Hierfiir wurden zwei unterschiedliche Ansitze gewihlt,
welche einen ersten FEinblick in die Rolle der CYPs gewihren sollten. Der erste Ansatz sah
Proteomstudien von Proben des Blatts als lokalen Infektionsort und des Phloems als systemisches
Transportsystems vor und sollte somit einen Vergleich von unterschiedlichen Stadien der Infektion
ermoglichen. Die statistische Analyse zeigte, dass durch die TuMV-Infektion im Blatt ein chloroplastidires
BnCYP, im Phloem aber kein BnCYP in seiner Abundanz signifikant verdndert wurde (Abschnitt 3.6.2).
Wurden zudem die gesamten Daten betrachtet, schien die Infektion nur wenige Proteine zu beeinflussen.
Die Grenzen im Volcano Plot (Abbildung 40) sind mit einer Anderung von 20 % niedrig gesetzt, um
einen Eindruck der geringen Anderungen zu vermitteln. Auf der Suche nach stark regulierten Proteinen
wiire hier eine 100-fache Anderung angebracht, was einer Verdopplung oder Halbierung entspriche. Es ist
deutlich zu sehen, dass in einem solchen Fall nur sehr wenige Proteine als signifikant reguliert gelten
wiirden. Dieses Ergebnis ist fiir Pofyviren typisch, da auch eine Proteomstudie zur Infektion des Soybean
mosaic virus in Sojablittern nur 28 durch das Virus regulierte Proteine entdeckt hat (Yang e a/. 2011). Dies
zeigt, dass durch Pogyviren induzierte Effekte auf Proteomebene nicht so stark ausgeprigt sind wie auf
Transkriptomebene. Denn auf dieser konnten nach einer TuMV-Infektion von A. thaliana 556 regulierte
Gene identifiziert werden (Yang ef a/. 2007). Ein direkter Vergleich der Methoden ist aber, wie bereits
zuvor diskutiert, nur bedingt méglich (Abschnitt 3.2.2). Trotzdem zeigten sowohl die Proteom- als auch
die Transkriptomdaten der Posyvirus-Infektion im Vergleich zu der Infektion anderer Viren, dass diese
keine starken Verinderungen hervorruft. Im Vergleich zeigte z. B. die Infektion von A. thaliana mit einem
Geminivirus, dem Cabbage leaf curl virus, Uber 5000 differentiell exprimierte Gene (Ascencio-lbanez ef al.

2008).
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Dass das Virus keine Verinderungen in der Abundanz von CYPs in dem systemischen Langstrecken-
transportsystem Phloem hervorzurufen scheint, lisst nicht ausschlieBen, dass CYPs nicht an dessen
Eintritt in das Phloem, Transport durch das Phloem oder Austritt aus dem Phloem beteiligt sind. Da fiir
AtCYP18-3 bereits die Bindung viraler RNA und Proteine des TBSV, einem Tombusvirus, gezeigt werden
konnte (Kovalev und Nagy 2013), kénnte ein dhnlicher Versuch mit den in dieser Arbeit exprimierten und
aufgereinigten BnCYPs und AtCYPs durchgefithrt werden und so erste Hinweise auf eine direkte
Interaktion liefern.

Der zweite Ansatz zur Bestimmung der Rolle von CYPs wihrend der Virusinfektion umfasste
phinotypische Analysen von Knockout- oder Knockdown-Mutanten. Um diese 7z vivo Untersuchungen
durchfihren zu kénnen, wurden T-DNA-Mutanten der Modellpflanze _A. thaliana genotypisiert und die
T-DNA-Insertionsstelle bestimmt. Eine Genexpressionsanalyse der betroffenen Gene konnte bis zum
Ende der Arbeiten nicht fiir alle Linien fertiggestellt werden, sodass dies vor ihrem Einsatz in
Stressexperimenten beendet werden sollte. Wie bereits diskutiert (Abschnitt 3.8.2), zeigte keine Mutante
unter normalen Wachstumsbedingungen einen Phinotyp. Fiir weiterfilhrende Studien zum Einfluss von
CYPs wihrend der Virusinfektion kénnten diese Mutanten nun Infektionsexperimenten mit TuMV
unterzogen werden. Zudem zeigt die Literatur (siche Tabelle A3 im Anhang), dass CYPs auch an anderen
abiotischen und biotischen Stressreaktionen beteiligt sein kénnen, sodass durchaus andere Stressoren wie
Hitze-, Wasser- oder Salzstress in Betracht gezogen werden sollten. In Zusammenhang mit der Anzucht
von Nutzpflanzen auf dem Feld wire in diesem Sinne auch interessant, wie sich eine Kombination von
Stressoren auf die Pflanzen auswirkt. Hierfiir konnten die CYP-Mutanten neben der Virusinfektion
zusitzlich einem abiotischen Stress ausgesetzt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Hitze- und
Trockenstress zusammen mit einer TuMV-Infektion zu einer verringerten Resistenz von Pflanzen fithren
kénnen (Prasch und Sonnewald 2013). Um zudem eine redundante Wirkungsweise der AtCYDPs
auzuschlieBen, konnten durch Kreuzung der Einzelmutanten Mehrfachmutanten generiert und ebenso in
Stressexperimenten eingesetzt werden.

AbschlieBend ist zu sagen, dass sich zukiinftige Studien auf die funktionelle Charakterisierung einzelner
Kandidaten fokussieren sollten, um die vielfiltigen Aufgaben von CYPs in der Pflanze zu untersuchen.
Diese Arbeit bietet dafiir eine gute Grundlage, weshalb zur Ubersicht im Anhang in Tabelle A4 noch
einmal eine vollstindige Zusammenfassung der Klonierung, Experimente und Mutanten dieser Arbeit zu
finden ist. Je nach gewihlter Fragestellung kénnten dementsprechend iz vivo und in vitro Studien von
A. thaliana und B. napus CYPs durchgefithrt und kombiniert werden. AnschlieBend an diese Arbeit wire
die Aufklirung der Rolle von CYPs innerhalb des Phloems von besonderem Interesse, da diese an der
Proteinneufaltung nach dem Transport in das Phloem oder an der Signalweiterleitung beteiligt sein
kénnten. Hierbei kénnte die Identifikation von Interaktionspartnern wie RNA, DNA oder Proteinen und
posttranslationaler Modifikationen erste Hinweise auf ihre Funktion liefern. Zur Aufklirung des
Einflusses von CYPs wihrend der Virusinfektion wiirden sich zudem weiterfithrende Experimente mit
den in dieser Arbeit etablierten Mutanten anbieten. Insgesamt wiirden diese experimentellen Ansitze zum

Verstindnis der CYPs in der Pflanzenbiologie beitragen.
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Da Pflanzen sessil sind, haben sie Strategien entwickelt, um auf abiotische und biotische Stressfaktoren
reagieren zu kénnen. Kenntnisse tiber diese Mechanismen sind fiir die Anzucht und Optimierung von
Nutzpflanzen interessant, um den steigenden Bedarf an Nahrungsmitteln und Biomasse zu decken. Da
Virusinfektionen fir die Hilfte aller Krankheiten von Nutzpflanzen verantwortlich sind, stellen diese
einen groflen Faktor hinsichtlich der Produktqualitit und -quantitit dar. Zu einer der grofiten Gruppen
der Pflanzenviren, den +ssRNA-Viren, gehdrt das Turmip mosaic virns (TuMV). Es infiziert Nutzpflanzen
wie Raps (B. napus) und Ribsen (B. rapa) und nutzt das Langstreckentransportsystem Phloem fir die
systemische Verbreitung innerhalb des Wirts. Da CYPs ein wichtiges Ziel fiir die Herstellung wirksamer
Medikamente gegen Virusinfektionen humaner Zellen sind, stellt sich die Frage, ob pflanzliche CYPs
einen dhnlich Finfluss auf die Virusinfektion und deren systemische Verbreitung zeigen.

In dieser Arbeit fithrten bioinformatische Untersuchungen der B. #apus Genomsequenz zur Identifizierung
von 94 Genen, welche 91 unterschiedliche CYP-Proteine kodieren und damit die bisher gréfite CYP-
Proteinfamilie darstellen. Diese grole Anzahl ist auf den Ursprung von B. napus zuriickzufithren und eine
phylogenetische Analyse offenbarte dementsprechend in vielen Fillen zwei sehr dhnliche Isoformen. Im
Rahmen weiterer 7n silico Analysen konnte gezeigt werden, dass BnCYPs in allen intrazelluldren
Kompartimenten anzutreffen sind und es in der CLD Bereiche hochkonservierter Aminosduren gibt,
welche vor allem Sekundirstrukturelemente und die Enzymaktivitit aufrechterhalten.

Zum Nachweis der 91 putativen BnCYPs wurden sowohl auf Transkriptom- als auch auf Proteomebene
Analysen unter normalen Wachstumsbedingungen durchgefiihrt. So konnte zum einen die Expression
von 77 verschiedenen B#CYPs anhand einer Transkriptomanalyse bestitigt werden. Zum anderen konnte
sowohl mit der 2D-Gelelektrophorese, als auch mittels LC-MS/MS gezeigt werden, dass in Blatt- und
Phloemproben mehrere BnCYPs vorhanden sind und diese posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierungen tragen kénnen. Dass zudem eine vorhandene PPlase Aktivitit im Phloemexsudat
nachgewiesen werden konnte, untermauert die postulierte Hypothese zur Rolle von CYPs im Phloem,
nach welcher diese als Faltungshelfer an dem Transport ungefalteter Proteine iiber die Plasmodesmen in
das Phloem beteiligt sein kénnten. Fraglich ist aber, ob die sehr dhnlichen BnCYPs in dieser Funktion
redundant sind oder spezifische Interaktionspartner besitzen. Basierend auf den grundlegenden Analysen
wurden deshalb mehrere Kandidaten aus dem Bereich der 18-19 kDa BnCYPs und AtCYPs fiir
funktionelle und strukturelle Untersuchungen ausgewihlt. Wie gezeigt werden konnte, besallen alle
untersuchten CYDPs eine PPlase Aktivitit und konnten durch CsA inhibiert werden, wobei sich sowohl die
Aktivititen als auch die Inhibitoraffinititen nur in geringem Mal3 voneinander unterschieden. Zudem

konnte gezeigt werden, dass BnCYP18-4 und BnCYP19-1 Disulfidbriicken bilden kénnen. Damit
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koénnten die BnCYPs dem fiir CsCYP postulierten Mechanismus zur Regulation der PPlase Aktivitit
folgen.

Zur Bestimmung der Struktur und deren Auswirkungen auf die Funktion wurden SAXS- und
Kristallisationsversuche mit anschlieBender Réntgenstrukturanalyse durchgefithrt. Mit SAXS konnten die
ersten ab initio Modelle von CYPs generiert werden. Diese zeigten eine Ahnlichkeit in der Gesamtstruktur
aller untersuchten BnCYPs und AtCYPs sowie einen bisher noch nicht beschriebenen flexiblen
C-Terminus. Mit der Rontgenstrukturanalyse konnte mit einer Auflésung von 1,98 A die Kristallstruktur
von BnCYP19-1 aufgelst werden, der ersten pflanzlichen single-domain CYP Struktur der Brassicaceen.
Diese bestitigte ebenfalls die insgesamt hohe Konservierung der CLD. Ein Vergleich der Kristallstruktur
mit den Sequenzen der 18-19 kDa BnCYPs zeigte, dass sich Unterschiede tberwiegend auf der
Proteinoberfliche im Bereich von Schleifen befinden. Diese lassen vermuten, dass trotz der hohen
strukturellen Konservierung eine Spezifitit der Funktion bestehen konnte.

Im Rahmen der Virusinfektion durchgefithrte Proteomstudien von B. #apus Blatt- und Phloemproben
zeigten, dass durch die TuMV-Infektion insgesamt nur sehr wenige Proteine signifikant reguliert wurden.
Wihrend im Phloem kein einziges BnCYP als signifikant reguliert identifiziert werden konnte, konnte im
Blatt nur ein chloroplastidires BnCYP, BnCYP27-3, identifiziert werden. Da die Funktion aber auch
unabhiingig von der Anderung der Abundanz sein kann, wurden A. thaliana Knockout- oder Knockdown-
Mutanten fiir Stressexperimente etabliert. Hierfiir wurden die T-DNA-Mutanten zunichst genotypisiert,
die T-DNA-Insertionsstelle bestimmt und die Genexpressionsanalyse fir 5 der 12 Linien fertiggestellt,
sodass diese Mutanten fur nachfolgende Infektionsexperimente bereitstehen. Letztendlich hat damit die
Kombination verschiedener iz silico, in vitro und in vivo Methoden dazu beigetragen, dass mit dieser Arbeit
grundlegende Studien zur Charakterisierung der CYPs aus B. #napus durchgefiihrt werden und erste

Ansitze zur Aufklirung ihres Einflusses auf die Virusinfektion erfolgen konnten.
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6 ABSTRACT

Since plants are sessile, they have developed strategies to react to abiotic and biotic stress factors.
Knowledge of these mechanisms is of interest for the cultivation and optimisation of crops to meet the
growing demand for food and biomass. Since virus infections are responsible for half of all crop diseases,
they are a major factor concerning product quality and quantity. The Turnip mosaic virns (TuMV) belongs to
one of the largest groups of plant viruses, the +ssRNA viruses. It infects crops such as rape (B. napus) and
turnip (B. rapa), and uses the long-distance transport system phloem for systemic distribution within the
host. As CYPs are an important target for the production of effective drugs against viral infections of
human cells, the question arises whether plant CYPs have a similar effect on viral infection and its
systemic spread.

In this work, bioinformatic investigations of the B. napus genome sequence led to the identification of 94
genes that encode 91 different CYP proteins and thus represent the largest CYP protein family known to
date. This large number results from the origin of B. #napus and indeed a phylogenetic analysis revealed in
many cases two very similar isoforms. Further 7z silico analyses have shown that BnCYPs are localised to
all intracellular compartments and that there are sections of highly conserved amino acids in the CLD that
maintain secondary structure and enzyme activity.

To provide evidence for the expression of the 91 putative BnCYPs, analyses were performed at both
transcriptome and proteome levels under normal growth conditions. By transcriptome analysis the
expression of 77 different BnCYPs was confirmed. On the other hand, 2D gel electrophoresis as well as
LC-MS/MS have shown that leaf and phloem samples contain several BnCYPs, which may catry
posttranslational modifications such as phosphorylations. The fact that PPlase activity could also be
detected in phloem exudate supports the postulated hypothesis on the role of CYPs in the phloem,
according to which they could be involved as folding helpers in the transport of unfolded proteins via
plasmodesmata into the phloem. However, the question whether the very similar BnCYPs are redundant
in this function or have specific interaction partners remains. Based on the basic analyses, several
candidates from the 18-19 kDa range of BnCYPs and AtCYPs were selected for functional and structural
investigations. As could be shown, all CYPs examined had PPIase activity and could be inhibited by CsA,
and both, the activities and the inhibitor affinities, differed only slightly from each other. It has also been
shown that BnCYP18-4 and BnCYP19-1 can form disulfide bridges. Thus, BnCYPs could follow the
mechanism postulated for CsCYP to regulate PPlase activity.

To determine the structure and its impact on protein function, SAXS and crystallization experiments with
subsequent X-ray structure analysis were performed. The first ab initio models of CYPs could be generated

with SAXS. These showed a similar overall structure of all examined BnCYPs and AtCYPs as well as a
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flexible C-terminus not yet described. By the X-ray structure analysis, the crystal structure of BnCYP19-1,
the first plant single-domain CYP structure of the Brassicaceae, could be resolved at a resolution of 1.98 A.
This also confirmed the overall high conservation of the CLD. A comparison of the crystal structure with
the sequences of the 18-19 kDa BnCYPs showed that differences are predominantly found on the protein
surface in the region of loops. This suggests that a specificity in function may exist despite the high
structural conservation.

Proteome studies of B. napus leaf and phloem samples carried out after virus infection showed that very
few proteins were significantly regulated by TuMV. While not a single BaCYP could be identified as
significantly regulated in the phloem, in the leaf only BnCYP27-3 which is supposed to be located in
chloroplasts could be identified. However, since protein function may be unrelated to the change in
abundance, A. thaliana knockout or knockdown mutants were established for stress experiments. For this
purpose, T-DNA mutants were genotyped and their T-DNA insertion site determined. The gene
expression analysis could be completed for 5 of the 12 lines, so that these mutants are available for
subsequent infection experiments. As a summary, the combination of different 7 silico, in vitro and in vivo
methods contributed to this works basic studies on the characterization of CYPs from B. napus and

enabled first approaches to elucidate their influence on virus infection.
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8 ANHANG

8.1 Primetr

Tabelle Al: Ubersicht der verwendeten Primer. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins

MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) hergestellt. Die fiir die Klonierung benétigte Ndel bzw. Xhol Restriktionsschnittstelle

sowie der GATC-Anhang ist gekennzeichnet (unterstrichen). Die unterschiedliche Codonverwendung von B. napus, A. thaliana

und E. e/ fihrt dazu, dass Stop-Codons in den Organismen mit unterschiedlicher Effizienz verwendet werden. Um dies zu

optimieren, wurden die Stop-Codons teilweise ausgetauscht (Basenaustausch fett markiert).

Name

Sequenz 5'-3'

Zweck

AtCYP18-3-NH_f
AtCYP18-3-NH_r
AtCYP18-4-NH_f
AtCYP18-4-NH_r
AtCYP19-1-NH_f
AtCYP19-1-NH_r
AtCYP19-3-NH_f
AtCYP19-3-NH_r
BnCYP18-4-NH_f
BnCYP18-4-NH_r
BnCYP18-6-NH_f
BnCYP18-6-NH_r
BnCYP18-8-NH_f
BnCYP18-8-NH_r
BnCYP19-1-NH_f
BnCYP19-1-NH_r
BnCYP18-2-NH_f
BnCYP18-2-NH_r
T7_for
T7term_rev

GATCCATATGGCGTTCCCTAAGGTATAC
GATCCTCGAGTTAAGAGAGCTGACCACAATC
GATCCATATGTCGAACCCTAGAG
GATCCTCGAGTTAAGAAAGCTGACCAC
GATCCATATGGCAACAAACCCTAAAG
GATCCTCGAGTTAAGAAATCTGACCACAATC
GATCCATATGGCGAATCCTAAAGTCTTC
GATCCTCGAGTTATGAACTTGGGTTCTTGAGC
GATCCATATGGCGTTTCCTAAAGTTTTC
GATCCTCGAGCTAAGAGAGCTGACCAC
GATCCATATGGCGTTCCCAAAGGTG
GATCCTCGAGCTAAGAGAGCTGTCCACAATC
GATCCATATGGTTAACCCTAAAG
GATCCTCGAGCTAAAGCTGACCACAG
GATCCATATGGCAAACCCGAAGGTC
GATCCTCGAGCTATTCCTTGTTITGAAACTTCTG
GATCCATATGATGGCTAACCCAAGAGTCTTC
GATCCTCGAGCTAAGCAACCTGACCACAATC
CATATGATCAGGGTAACGGGAGAAG
GCTAGTTATTGCTCAGCGG

Klonierung

GABI_159E05_LP
GABI_159E05_RP
GABI_578C07_LP
GABI_578C07_RP
LBb1.3

08474
SALK_001615_LP
SALK_001615_RP3
SALK_024971_LP
SALK_024971_RP
SALK_049034_LP
SALK_049034_RP
SALK_063724_LP
SALK_063724_RP
SALK_067272_1.P3
SALK_067272_RP3
SALK_067272_L.P4
SALK_067272_RP4

TTCAACGGTTTTAGGCACAAC
GTTGGTTCTTGGAGTTTGTGG
ATTCAGCTCAAAACCTCCCTC
GCTTACCATCTAACCACGACG
ATTTTGCCGATTTCGGAAC
ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT
TTCTGTGTAGATTGGGTTCGG
CTCTCCGCAGGCATAGATTC
TCACCTACCATTTTTGCCAAC
ACAGCTAGTTGCATACCCAC
TGCCCACAAACCTCTCTTATG
ATGCCAGGTTATGTCCAACAC
CCGAAAACACACGAACGATAG
ACTGAGATCCATTCGTGTTCG
AGTGAAATCTGCCCAATTCG
GGTGCTCATAGAGTGGTAATC
TCAGAACTAAACCTTCGTC
GTATCAATTATACGGACCTATATTC

Arabidopsis
thaliana
Mutanten
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Tabelle Al: Fortsetzung.

Name Sequenz 5'-3' Zweck
SALK _121820_LP ACTGAGATCCGTTCGTGTTTG Mrabidobsis
SALK _121820_RP CTCTCTCTGACTCTAGGCC ha /z'amp
SALK_129937_L.P TTGAGCATGTTACCAATTCATG Mutanten
u
SALK_129937_RP TGTTATTTTCGATTGCGGTTC
8.2  Vektor pET28a+
Xho I(158)
Not l(166)
PET-28a(+) sequence landmarks E?r?dill‘ilﬁ;ﬂ
T7 promoter 370-386 Sal I(179)
T7 transcription start 369 Sac I(190)
% 2 i EcoR I{152)
His*Tag coding sequence  270-287 BamH l{198)
" : Nhe l{231
T7+Tag coding sequence 207-239 :Bpul 102 180y Ndo I:na:
Multiple cloning sites Dra {5127}, Nco l{236)
(BamH 1 - Xhol) 158-203 — . Xba 1(335)
His*Tag coding sequence  140-157 e Bal ll401)
g @903—5358) — SorA 1(442)
T7 terminator 26-72 0 Sph Iis98)
lacl coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 3995-4807 Pvu l(4426)
f1 origin 4903-5358 Sof l4426)
Sma 1{4300) é’,’

The maps for pET-28b(+) and pET-28¢(+) e \\ Miu k1129
are the same as pET-28a(+) (shown) with Cla Ns1TT L f ;c%‘ %_ '\Ill\.l \ BR Ay
i i L g st 1
;i;:;allcvrlng _E:cceilluns: ﬁi:'[};ﬂSb(*) 17 a_ Nru 1(4083) - |I =t '| BstE ll{1304;

asmid; subtract rom each site w
e ] " e i = pET-28a(+) - | | 'Apa I(1334)
beyond BamH 1 at 198. pET-28c(+) isa | (5369bp) & J[ I
5367bp plasmid; subtract 2bp from each site I N |
beyond BamH I at 198 r i
4 : ? EcoS57 1(3772) 'EcoR V(1573)
Hpa I(1629)
AlwN 1(3640)
ic
BssS l(3as7) ‘3‘96) PshA 1(1968)
BspLU11 Iéazz-ila Salleen
ap l{(3108) sp l{2205)
Bst1107 1(2995) / / ________,/ Psp5 112230
Tth111 l2969) /
T7 promoler primer #69348-3
pPET upsl.ms:;ﬁlfnm#sgz-m-a T7 promoter ia opatitor hatl G

AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGEAATTGTGAGCGEA TAACAATTCCCC TCTAGA TAAGAAGGAGA

GAAAGGAAGC TGAGTTEECTEC TECC AT

T7 terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Abbildung Al: Vektorkarte des Expressionsvektors pET28a+ (Novagen). Cyclophilingensequenzen wurden tber die
Schnittstellen Ndel und Xhol eingebracht, sodass der N-terminale Hiss-Tag sowie die Thrombinschnittstelle genutzt werden
konnten. Ein Stop-Codon am 3'-Ende des Gens verhindert einen zusitzlichen C-terminalen Hisg-Tag. Nach diesem Prinzip

wurden alle in dieser Arbeit hergestellten Plasmide erstellt.
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8.3 Die BnCYP Proteinfamilie

Tabelle A2: Die BnCYP Proteinfamillie besteht aus 91 Mitgliedern. Zur Ubersicht sind Nomenklatur, Genname, GenBank
Nummer, Molekulargewicht, Gesamtlinge, vorhergesagte CLD, isoelektrischer Punkt und Exons der BnCYP Familie aufgelistet.
Zusiitzlich ist die Dominenstruktur angegeben. Diese ist auf die Aminosdurenanzahl skaliert. Die CLD, ein Signalpeptid (SP) und
cine Transmembrandomine (TM) sind farblich markiert, weitere Dominen sind direkt im Modell angegeben (verindert nach:

(Hanhart ez al. 2017)).

Name Genname GenBank kDa plier Exons AS CLD Dominen

BnCYP5 BnaA01g25420D  CDY37322.1 57 87 1 49 2-42 E

BnCYP7-1  BnaA09g37110D  CDY06069.1 7,2 10,7 3 66 1-66

BnCYP7-2  BnaA01g36790D  CDY60385.1 73 45 1 64 1-61

BnCYP7-3  BnaA01g36800D  CDY60386.1 73 49 1 65  1-64

BnCYPS BnaCnng42430D  CDY63671.1 82 91 2 71 965 =

BnCYP10-1 BnaC02g14160D CDX96235.1 1,1 47 2 92 6-55

BnCYP10-2 BnaC06g10280D  CDY30664.1 1,5 67 2 94 1-68 m:

BnCYP12-1 BnaC02g10590D CDY02830.1 1,5 98 5 109 52-96 *

BnCYP12-2 BnaAnng41240D  CDY72459.1 128 9,0 3 117 43-116 =1

BnCYP13 BnaA02g07550D  CDY32693.1 13,1 83 4 116 8-64 nP

BnCYP14-1 BnaC04g41450D  CDX97794.1 140 5,6 1 127 1-123 R

BnCYP14-2 BnaC04g41430D CDX97796.1 142 58 1 127 1-124 3

BnCYP14-3 BnaC04g41440D  CDX97795.1 142 6,0 1 127 1-123 R

BnCYP14-4 BnaC08g28870D CDX71987.1 143 6,1 1 131 1-109 -

BnCYP14-5 BnaC09g34640D  CDX80278.1 14,4 94 3 133 84-132 ==

BnCYP14-6 BnaA01g25470D  CDY37327.1 149 4,6 3 138 2-137

BnCYP16  BnaA02g10200D  CDY28828.1 16,1 44 3 148 3-124 [

BnCYP17 BnaA01g25460D  CDY37326.1 17,3 7,7 3 161 68-134 —IE-

BnCYP18-1 BnaC04g09170D/ CDX75068.1 / 182 8,9 5 164 7-163 E ]
BnaA05g08140D  CDX84155.1

BnCYP18-2 BnaC01g03590D CDX69094.1 182 89 1 172 1-171

BnCYP18-3 BnaA01g02340D  CDX75468.1 182 89 1 172 1-172

BnCYP18-4 BnaA08g16920D/ CDX90292.1/ 183 83 1 172 2-172
BnaC03g60160D  CDY12100.1

BnCYP18-5 BnaA09g08780D  CDY47469.1 184 83 1 171 1-171

BnCYP18-6  BnaA06g37360D  CDY22414.1 184 83 1 172 2-171

BnCYP18-7 BnaC07g47630D CDX72741.1 184 83 1 172 2-171

BnCYP18-8  BnaC09g09060D  CDY26779.1 184 83 1 171 1-171

BnCYP19-1 BnaA09g35540D  CDY27248.1 19,6 7,7 1 182 1-174

BnCYP19-2 BnaC08g26990D  CDX72175.1 19,7 7,0 1 183 1-174

BnCYP20 BnaA01g36700D  CDY70394.1 20,9 8.2 1 192 15-191 -

BnCYP21-1 BnaCnng08980D  CDY38037.1 21,0 9,2 5 193 22-191 g ]

BnCYP21-2  BnaC04g06640D CDX91486.1 21,6 82 7 200 23-200 E |

BnCYP21-3  BnaAnngl5590D  CDY58941.1 21,7 89 6 201 28-199 |

BnCYP21-4 BnaC03g12390D CDX71155.1 21,7 93 7 201 26-199 _

BnCYP21-5 BnaC04g54560D  CDY55458.1 21,7 8,9 6 201 28-199 i

BnCYP21-6 BnaAnngl7350D  CDY61026.1 21,8 93 7 201 26-199 [

T T T T T T T T T T 1
200 400 G0 ano 1000 1200

legerde  cyr I 0 ™
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Tabelle A2: Fortsetzung.

Name Genname GenBank kDa plieor Exons AS CLD Dominen
BnCYP21-7 BnaA05g06380D  CDX74892.1 21,8 82 7 204 27-204 ]
BnCYP21-8 BnaC04g45890D  CDX93307.1 21,9 82 6 205 28-205 ]
BnCYP21-9  BnaC09¢34020D/ CDX80340.1/ 22,0 89 7 204 31-202 1
BnaA10g29520D  CDY52123.1
BnCYP22-1 BnaCnng32070D  CDY57430.1 220 65 4 191 133-176 —R
BnCYP22-2 BnaA04g22160D  CDY18371.1 22,3 8,1 7 207 26-207 N
BnCYP22-3 BnaC04g41460D  CDX97793.1 230 57 2 215 55212 —
BnCYP24-1 BnaC08g26840D  CDX72190.1 24,0 6,5 8 224 53222 I
BnCYP24-2 BnaA09g35470D  CDY27255.1 240 6,5 8 224 53-222 =
BnCYP24-3 BnaAl0gl2350D  CDY33029.1 243 92 4 222 86-140 EE—
BnCYP24-4 BnaA08g10930D  CDX76307.1 244 6,5 7 223 42-215 E 3
BnCYP24-5 BnaC01g03530D  CDX69100.1 24,6 7,1 7 224 44215 I
BnCYP24-6  BnaA01g02260D  CDX75476.1 24,6 7,1 7 224 43215 IR
BnCYP24-7 BnaC03g65620D  CDY17501.1 24,6 6,2 7 225 44217 I
BnCYP25-1 BnaA08g20010D  CDY46429.1 254 84 8 226 26-198 -
BnCYP25-2 BnaC08g48540D  CDY52765.1 255 84 8 226 23-198 -
BnCYP25-3 BnaA09g29400D  CDY16206.1 256 6,5 8 226 20-200 -
BnCYP25-4 BnaA03g21710D  CDX83335.1 259 89 6 231 79-230 | =E
BnCYP25-5 BnaC03g25990D  CDX95718.1 259 89 6 231 79-230 =N
BnCYP26-1 BnaA05g30740D  CDY24675.1 26,3 87 7 234 74-230 e |
BnCYP26-2 BnaA08g08200D  CDX76580.1 26,3 6,5 4 239 151-213 s==
BnCYP26-3 BnaC05g45190D  CDY05284.1 26,3 9,0 7 234 74-230 I -J
BnCYP26-4 BnaA04gl7840D  CDY29643.1 263 6,1 1 248 77-245 —
BnCYP26-5 BnaCnng32180D  CDY57615.1 26,5 87 7 236 76-232 I -
BnCYP27-1 BnaC05g44950D  CDY05308.1 27,1 49 3 247 6-200 T —
BnCYP27-2 BnaC08¢31970D  CDX76611.1 27,4 87 7 253 81-249 7 ]
BnCYP27-3 BnaC03g05790D  CDX70495.1 278 96 7 257 80-252 —
BnCYP27-4  BnaA09g39610D  CDY11395.1 27,9 9,0 7 258 86-254 -
BnCYP27-5 BnaA03g04200D  CDX78508.1 27,9 9,7 7 256 79-251 |- - N
BnCYP28-1 BnaA04g27460D  CDY58761.1 28,1 88 7 258 86-254 Ly |
BnCYP28-2 BnaC04g21530D  CDX93994.1 28,6 89 7 261 89-257 | -
BnCYP30-1 BnaC08g08050D  CDY12400.1 304 63 2 280 68-267 —
BnCYP30-2 BnaA08g07170D  CDY41762.1 30,5 59 2 281 75-270 —
BnCYP31  BnaC07g00280D  CDY05775.1 32,0 48 7 277 59-173 —E -
BnCYP34-1 BnaC02g22620D  CDY45858.1 34,5 9,1 3 320 92-314 I
BnCYP34-2 BnaA02g16680D  CDY49138.1 34,5 9,1 3 320 91314 =N
BnCYP37-1 BnaC01g21230D  CDY35601.1 374 6,1 5 340 161-319 o e -
BnCYP37-2 BnaA01gl7950D  CDY42959.1 37,5 66 5 340 161316 i—— -
BnCYP40-1 BnaC07g05260D  CDX71247.1 40,3 6,3 8 361 3-175 - R
BnCYP40-2 BnaA07g04040D  CDY36653.1 40,3 6,0 8 361 3175 -1 PR
BnCYP47-1 BnaC08gl0870D  CDY43466.1 47,1 82 7 418 157-312 i S ——
BnCYP47-2 BnaA05g33830D  CDY37518.1 47,2 5,1 7 433 254-433
BnCYP47-3 BnaC05g48850D  CDY49057.1 474 50 6 436 257-436
BnCYP49  BnaA05g24020D  CDX97677.1 498 6,6 12 459 273-438 | — -
I T T T T T T T T T T T T
o 200 400 G0 ano 1000 1200
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Anhang

Name Genname GenBank kDa plieor Exons AS CLD Dominen

BnCYP50  BnaC05g38110D CDX98564.1 51,0 5,7 12 470 284-445 - —-

BnCYP52  BnaC01g05170D CDX68936.1 524 8,6 11 467 6-186 -

BnCYP55  BnaA01g03810D CDX75321.1 553 7,7 10 492 6-185 lgd coil

BnCYP62  BnaAnngl2550D CDY53714.1 62,0 10,7 13 556 4-177 r —

BnCYPG5-1 BnaA0Gg24990D CDY08725.1 650 8,0 11 597 335-508 ZiW

BnCYPG65-2 BnaC03g48580D CDY36499.1 651 7,3 11 597 335-508 .

BnCYP67  BnaC04g20680D CDX93909.1 67,3 10,6 15 612 77-251 .

BnCYP70-1 BnaC03g54740D CDY08708.1 70,1 6,0 13 622 465-619 = H PR — .

BnCYP70-2 BnaA06g18830D CDX99192.1 702 6,0 13 622 465-619 .

BnCYP86-1 BnaA01g04590D CDX75243.1 869 11,8 13 765 3-174 [

BnCYP86-2 BnaC01g06080D CDX68845.1 87,0 11,7 13 765 3-174

BnCYP112  BnaC03g71020D CDY10512.1 1126 59 18 992 1176 [RRM[J42

BnCYP146  BnaA03g29520D CDX74095.1 146,1 6,0 13 1268 1108-1264 [t -
I T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 800 800 1000 1200

legerde  cyr D B 2™
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8.4  Sequenzvergleich der 91 BnCYP-CLDs

] 10 1 2I0 ' ?0 10 1 1 1 6I0 ' ?Ilo 1
hCYPA - - - meeena MVNPTVFFDIAVDG- - -EP LGRVSFELFADKVPKTAENFRA - LSTGEKGF - - -G=- == = = = - = YKG-------
BnCYP18-5 - = =-MVNPKVYFDMTVGD- - - KAAGRIVMELYADTVPETAENFRA - LCTGEKGI - - - GK-SGKP LHYKG- - -
BnCYP18-8 - - - ------- MVNPKVYFDMTVGD - - - KAAGRIVMELYADTVPETAENFRA - LCTGERGI - - -GK -SGKP LHYKG- - - - - - -
BnCYP18-2 - - - - - ----- MANPRVFFDMT LDG- - -APAGRIVMELYKDTTPNTAENFRA - LCTGEKGV - - - GK - KGKP LHFKG- - - - - - -
BnCYP18-3 ---MANPRVFFDMT LDG- - - APAGRIVME LYKDTTPNTAENFRA - LCTGEKGV - - - GK - KGKP LHFKG- - -
BnCYP18-4 - - - - - - - oo - - AFPKVFFDMTVDG- - -KPAGRIVME LY TDKTPKTAENFRA - LCTGEKGV - - - G5 -KGKP LHFKG- - - - - - -
BnCYP18-6 = = = = = = = === = AFPKVFFDINING- - -QAAGRIVME LYTDKTPKTAENFRA- LCTGEKGV - - - GR-KGKP LHFKG-- - - - - -
BnCYP18-7 ----AFPKVFFDISING- - -QAAGRIVMELYTDKTPKTAENFRA- LCTGEKGV - - - GR-KGKP LHFKG- - -
BnCYP19-1 - - -MANPKVFFDI LIGK- - - MKAGRVVME LFADVTPRTADNFRA- LCTGEKGI - - - GQ-AGKALHYKG- - -
BnCYP19-2 ---MANPKVFFDI LIGK- - - LKAGRVVME LFADVTPRTADNFRA - LCTGEKGI - - - GQ-AGKALHYKG- - -
BnCYP24-5 ---ETTHRVF LDVDIDG- - -QRLGRIVIGLYGTVVPKTVENFRA - LCTGEKGK - - -TS-SGKP LHYKG- - -
BnCYP24-6 --FEITHRVF LDVDIDG- - -QRLGRIVIGLYGTVVPKTVENFRA - LCTGEKGK - - - 55 -SGKP LHYKG- - -
BnCYP24-4 - - - - - - - - DCAQVTHRVFLDIDIEG- - -QRLGRIVIGLYGNVVPKTVENFRA - LCTGEKGK - - -AS-SGKP LHYKG-- - - - - -
BnCYP24-7 - - - - - - - - DYQVTHRVFLDIDIEG- - -QRLGRIVIGLYGNVVPKTVENFRA - LCTGEKGK - - -AS-SGKP LHYKG-- - - - - -
BnCYP12-1 NSKEI THKVYFDVEVGG- - -KEARRIVMGLFGKTVPKTAGT LYP - LTFF - - - - - cccccmmcnnaaaaannn
BnCYP24-1 ==« -VTHKVYFDIQING- - -SPAGRI LI GLFGK I VPKTAENFRA- LCTGEKGV - - - GN-MGKP LYFKG- - -
BnCYP24-2 ----VTHKVYFDIQING- - -SPAGRI LI GLFGK | VPKTAENFRA - LCTGEKGV - - - GN-MGKP LYFKG- - -
BnCYP21-3 --KEITHKVYFDVEIDG- - -KEAGRVV | GLFGKTVPKTAENFRA - LCTGEKGV - - - GK - SGKP LHYKG- - -
BnCYP21-5 --KEITHKVYFDVEIDG- - -KEAGRVV | GLFGKTVPKTAENFRA - LCTGEKGV - - - GK - SGKP LHYKG- - -
BnCYP21-9 --KEITHKVYFDVEIDG- - -KEAGRIVMGLFGKTVPKTAENFRA - LCTGEKGI - - - GK - KGKALHYKG- - -
BnCYP21-4 SKEKITNKVYFDVEING- - -KEAGR I VMG LFGKTVPKTAENFRA - LCTGEKGV - - - GK - KGKA LHYKG- - -
BnCYP21-6 - - - - - - - SKEKITHKVYFDVEING- - -KEAGR I VMGLFGKTVPKTAENFRA - LCTGEKGM- - - GK - KGKA LHYKG- - -
BnCYP22-2 - - -WHVRPPNPKNPVVFFDVS | GG- - - | PAGRIKMELFADI APKTAENFRQ-FCTGELR- - - - - - KAGKP LGYKE------ -
BnCYP21-2 - - -WHVRPPNPKNPVVFFDVS | GG- - - | PAGRIKMELFADI APKTAENFRQ-FCTGELR- - - - - - KAGKP LGYKE------ -
BnCYP21-7 - - - WHVRPPNPKNPVVFFDVSIGG- - - | PAGRIKME LFAD| APKTAENFRQ-FCTGELR- - - - - - KAGKP LGYKE - - -
BnCYP21-8 - - - WHVRPPNPKNPVVFFDVSIGG- - - | PAGRIKMELFADI APKTAENFRQ-FCTGELR- - - - - - KAGKP LGYKE - - -
BnCYP27-3 - - - - - AEPQSKITHKVYFD| SVGNPVGK LAGRIV | GLFGDDVPQTVENFRA - LCTGEKGF - - - G- == - = - - - YKG-- -
BnCYP27-5 - - - - - AEPQSKITHKVYFD| SVGNPVGK LAGRIV | GLFGDDVPQTVENFRA - LCTGEKGF - - - G- == = = - - - YKG-- -
BnCYP28-1 - - = - - = PPOQAKVTHKVYFDVEIGG- - -EVAGRIVMGLF GDVVPRTVENFRA - LCTGEKKY - - - G- == = - = - - YKG-- -
BnCYP28-2 - - - - - - PPOQAKVTHKVYFDVEIGG- - -EVAGRIVMGLF GDVVPKTVENFRA - LCTGEKKY - - - G- == = = = - = YKG- - -
BnCYP27-2 - - - - - - EPQAKVTNKVYFDVEI GG- - -EVAGK | VMGLF GDVVPKTVENFRV - LCTGEKKY - - -G- - - - - - - - YKG- - -
BnCYP27-4 - - - - - - EPQAKVTNKVFFDVEI GG- - -EVAGRIEMGLF GDVVPKTVENFRV - LCTGEKKY - - -G- - - - - - - - YKG- - -
BnCYP14-5 - - - - - MEPQAKVTNKVYFDVEI GG- - -EVAGRIVMGLFGEVMPKTVENYRV - LCTGKN- - - - - = - == o oo e m e e e e e e m e oo o s
BnCYP24-3 - - - - - - EPQAKVTNKVYFDVE | GG- - -EVGGR I VMG LFGEVMPKTVENYRV - LCTATGTF - - -T-------- TPV-----n- T--emmme o=
BnCYP86-1 = == === === KKKNPQVYMDVCIDG- - -DPAETMVFELFPDVAPKTSENFRA - LCTGEKGI - - - GPRSGKP LHYKG- - - -SFFHEI L- - -
BnCYPE6-2 - -KKKNPQVYMDVCIDG- - -DPAETMVFELFPDVAPKTSENFRA - LCTGEKG! - - - GPRSGKP LHYKG- - - -SFFHEI L- - -
BnCYP40-1 = = = = =« c cm v o - KSKCFMDISIGG---ELEGRI I |ELYDDVVPKTAENFRS - LCTGEKGI - - - GPNTGVP LHYKG- - - ~-NRFHRVI - - -
BnCYP40-2 - - = = = = = == v = - KSKCFMDISIGG---ELEGRI I |IELYDDLVPKTAENFRS - LCTGDKGI - - - GPNTGVP LHYKG- - - -SRFHEVI - - -
BnCYPG62 -SKKKNPTVF LDVSI1GG- - -DPLERIVIELFAHLVPKTAENFRA- LCTGEAGL- - - GKTTSKP LHFKG- - - -SSFHRVI - - -
BnCYPET - -GKTTGKP LHFKG- - - - - - - SSFHEVI - - -
BnCYP26-4 - -GK-KGKP LHYKG- - - - - - - S| IHHMS - - -
BnCYP14-2 - -GK-KGKP LHYKG-------SI IHHMC- - -
BnCYP22-3 - -GK-KGKP LHYKG-------S1 HHMC- - -
BnCYP14-1 - -GK-KGKP LHYKG-------S1 HHMC- - -
BnCYP14-3 --GK-KGKPLHYKG- - - - =S IHHMC- - -
BACYP7-3 === o s coecossooscosseosacossocscosssasa-sssasa-ssssssa-sssesasssssssassseanannn
BnCYP7-2 --
BnCYP49 ----TFQ-AEAGGDARKSAT I QVV I DGYSAPLTAGNFAK - LVTSG- -- ~TKLNTV - - - -
BnCYP50 ----TFQ-AESGGDARKSAT I QVV I DGYSAPLTAGNFAK - LVTSG- -- -AKLNTV - - - -
BACYP3! - - -cmmmm s cm s m s s VEGFLY-EVPEE-~--------v-=-¥YINM------- PFLKRT - - - -
BACYP22-1 - - = s s w e s s s e e s e s NMHLI KGRATVV LDGYNAPVTARNFVD- LVERH-~--~-----------FYDC-- -~~~ ME | QRC- - - -
BnCYP47-2 FRIVLDGYNAPVTAGNFVD- LVERH- - -ME| QRS- - - -
BnCYP47-3 FRIVLDGYNAPVTAGNFVD- LVERH--------------FYDG------- ME | QRS - - - -
g B L e L R R R L L L L e R
BACYP14-4 = = = = = = s s s s e s m s e s s s s s s e s s s e s s e s s s s s MPLHYKG- - - -TIHIHGI - -~
BnCYP7-1 - -MANNPRVF LDI SVSS- - TVGRI | IFGSAETSLTEARPSRHSLYGNQRI LVHAP -HEGVPSVWIG-----------------
BnCYPAT-1 = = = s e e e e e e e e e m e VMELFADTTPWTAENF LALICTGEKG! - - -G-KFGKP LHYKG- - - -S| IHEVF - - -
BnCYP20 - ---LFLLLAPANPKVFFYMTVDA- - -KPAGMIVMELFADTTPRTAENFRA - LCTGEKCT - - - G-KLGKP LHYKG=- - - - - - - S| IHHVD- - -
BnCYP16 ----=-=-==-- NNPRVF LDIAVSS- - - | AVGQIVIEHFAYTNPLTVENFRA- LCTGEKGI - - -G-ESDIPLHYKGSVEDSIGSI1 IHGID- - -
BnCYP27-1 - - - - - - - - PMSTNPRVF LEI AVNF - - -RPVGRIVIELFADTNPKTAENFRA - LCTGEKGI - - -G-ESGIPLHYKG------ - TIIHGMT - - -
BnCYP26-2 - - -WISGL------- | FGQGAG| VGFETEHGY LHVK LHPECAPHSVYY I LS- LLTMR- - ------------HCAG------- CQF HRAE - - -
BnCYP47-] =22 secencenccncnncn= GQG|VGFETEHGY LHVK LHPECAPHSVYY | LS- LLSMR- - - - - - CQFHRAE - - -
BnCYP37-1 - - - ----ccccancnnnns GQGIVGFETEHGY LHVK LHPECAPHSVYY I LS- LLTQR- - - - = -CQF HRAE - - -
BnCYP37-2 === --evccccccncnncnn GQG| VGFETEHGV LHVK LHPECAPHSVYY I LS- LLTQR- - - - - - - - CRFHRAE - - -
BnCYP254 === --=vcccccenccnncanns WFATLDTGKGSVT | QLFKDAAPNVVDEF IN- LSQDG- - - - - - - -FSFS@VV- - -
BnCYP25-5 - - - -----cmmmmmmnaaann WFATLDTGKGSVS | ELFKDAAPNVVDEFIN- LSQDG-- - - - - - -FLFS@VV- - -
BACYP26-5 = == == - s wecmemannan DLPGYADISTSKGLITVELFKDASPEAVDRF LD- LCQKD=- - - - - - - ~-MPFHRVI - - -
BnCYP146 - -----c-ovomeonann DLPGYADISTSKGLITVELFKDASPEAVDRFLD- LCQKD- - - - - -MPFHRVI - - -
BnCYP26-1 ----NYDLPGYADINTSKGLIAVELFKDASPEAVDKF LD- LCQKD- - - - - -MPFHRVI - - -
BnCYP26-3 - - - - -~ -=-vcmvon- NYDLPGYADISTSKGLITVELFKDASPEAVDKF LD- LCQKD- - -~ ----------HFKG------- MPFHRVI - - -
BnCYP25-3 VKA LSHEPELGSA-RVV-------- FATSYGDIEFGFYPTVAPKTVDHIFK- LVRLG--------------GYNT------- NHIFRVD- - -
BnCYP25-1 - - - - - - EPQLGSA-RVV-------- FAQTSYGDIEFGFYPTVAPVTVEHIFK- LVRLG- - -NHFFBVD- - -
BnCYP25-2 - - - LPHEPQLGSA-RVV = === ---- FAQTSYGDIEFGFYPTVAPITVEHIFK- LVRLG- - -NHFFBVD- - -
BnCYP10-2 ---GTTVGDLLIDLFIEKCPKTCLNFLK- LCKIK- - ~-SLFHTVN- - -
BnCYP12-2 ---VTSLGDIVIDLHSSKCPLTCKNF LK- LCKIK- - -CLFHTVQ- - -
BnCYP112 ---VTSLGDIVIDLHSTKCPLTCKNF LK- LCKIK- ~CLFHTVQ- - -

BnCYPE5-1 ---RTTHGDLNIELHCDIAPRACENFIT-LCERG-~-------=-=---~ Sl---
BnCYPE5-2 - - - - -~ - - KVEKNPKKKGYVQF - - - -RTTHGDLNIELHCD I APRACENFIT- LCERG-- -~ --~--~-~---~ S1---
BrCYP21-1 - - - - - S5S55FQASITASMSVTL----HTNLGDIKCE! FCDEVPKSAENF LA - LCASE - NI - -~
BnCYP52 ---------- VLEPPTKGKVIV----NTTHGFIDIELWPKEAPKSVRNFVQ- LCLEG-------------- VI---
BnCYPS55 VLEPPTKGKVIV----NTTHGFPIDIELWKEAPKSVRNFVQ- LCLEG-------------- VI---
BACYP70-1 - - - - - == - e v cmeun LPENVIM- - - -HTTMGDMH | KLYPEECPKTVENFTT - HCRNG- - VI---
BnCYPT0-2 - == LPENVIM- - - -HTTMGDMH | KLYPEECPKTVENFTT - HCRNG - - VI---
BnCYP8 R R TCRN-VE- LSRRG- - I TKFV
BACYP13 --ccccocceccccnccnccnncsccscncccnnncnns KHSPKTCRNFVE - LSRRG- - Il---
BnCYP18-1 --GSPPEVTL----ETSMGPFTVEMYYKHSPRTCRNFVE- LSRRG- - - - - - l---
BACYP30-1 - = = s = s s s e v cm s mm e e m STTPCSDSTPLGRVVLGLYGRHVPLTVSTFKL-MCTSSST - - ~TPIHKIF---
BRCYP3D-2 -~ ~=>-=c-=romoomcncsnrn=s DSTPLGRVVLGLYGRHVPLTVSTFKL-MCTSSST- - -TPIHKIF---
BACYPS ==c-scoscescecsecesrserssrsesnscscsssnssnsssseasssanssssssssasssasessssssnanannssnsnnnsnanannnnn
BnCYP14-6 - - - -------- ANPRVFFDMTVGG- - -------------w--- KAAENFRA - LCTGEKGI - --GK---------crecrcmmccncnncann
BnCYP34-1 - - - ----v--- PTKKAF LDVS | GG- - -EPVGRIVIGLYGDDVPAGTARFSS- | VSGKAG! - --8--------¥YRR------- KEFVKIM- - -
BnCYP34-2 - = - - = - - - - - VSTKKAF LDVS | GG- - -EPVGRIVIGLYGDDVPAGTARFSS- | VSGKAGI - --8--------YRR------- KEFVKIM- - -
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100 1 110 ] 1 1 160 L] ITO L] lso ]
hCYPA - ----- PGEMCQGGDF TR- HNGT GGK - - - - - - - - KFEDENF | LKHTGPGI L=« == x-cnmcmmnnn-
BNCYP185 - - - - - - - PKEMCQGGDF TA-GNGTGGE - - - - - - - - KFKDENFVKKHTGPGI L=« =« cxmcnmnnnn
BNCYP188 - - - - - - - PKEMCQGGDF TA - GNGTGGE - - - - - - - - KFKDENFVKKHTGPGI L=« = s cxmcmmnnnn
BNCYP182 - - - - - - - PGHEMCQGGDF TA - GNGT GGE - - - KFKDENFAKKHTGAGI L- -

BNCYP183 - - < - - - - PGEMCQGGDFTA - GNGT GGE - - - - - - - - KFKDENFVKKHTGAG! L=« ==« -xccemnnnn
BnCYP184 - - - - - - - PNEMCQGGDFTA - GNGTGGE - - - - - - - - KFADENFERKHTGPGIL- - - - cceeccooon-
BnCYP186 - - - - - - - PSHMCQGGDF TA - GNGT GGE - - - -S1YGD- - KFEDENFERKHTGPGNL - -

BnCYP18-7 = = = = = = = PNEMCQGGDFTA - GNGTGGE - - - -51YGD- - KFEDENFERKHTGPGNL- -

BnCYP19-1 - = = = - - - P MCQGGDFTR-GNGTGGE - - - ~=S51YGA- - KFODENFK LKHTGPGI L- -

BnCYP19-2 - = = = = - - P MCQGGDFTR-GNGTGGE - - - -SIHGA- - KFHDENFK LKHTGPGI L- -

BnCYP24-5 = = = = = - - 5 V1QGGDI IH- GDGKGSE - - - -S1YGG- - TFPDENFKIKHSHAGVY - -

BNCYP246 - - - - - - - SGEVIQGGD | I H-GDGKGSE- - - - - - - - SIY@Geecmacsaameacccnacs TFPDENFKIKHSHAGVV -« = =« <o c o ce o ce oo
BNCYP24-4 - - - - - - - SGEVVQGGD | I H-GDGKGSE- - - - - - - - STYQGe«ccmacsocracnccnacs TFPDENFKAKHSHAGVV - « - =« <o« o ce o ce oo
BNCYP24-7 - - < - - - - SGEVVQGGD | | H- GDGKGSE - - - -sTYGG- - TFPDENFKVKHSHAGVV - -

BACYP12-] = = camcemccmccuccnecncaneanacaacnaocnesnannacsoesocsoesonsonsocsscssanoanoanonnns

BNCYP24-1 - - - - - - - PSEMI QGGDF TR - GDGRGGE - - - -S1YGD- - KFADENFK LKHTGPGV L - -

BnCYP24-2 - - - - - - - PSEMI QGGDF TR - GDGRGGE - - - -S1YGD- - KFADENFK LKHTGPGV L - -

BnCYP21-3 - = - == - - PSEMI QGGDF TH- GNGMGGE - - - -51YGQ- KFADENFKLKHTGPGLL- -

BNCYP215 - - = = = - - PSHMI QGGDF TH- GNGMGGE - - - - - - - - KFADENFKLKHTGPGLL -« - x-cn-cmmnnn-
BNCYP219 - - - - - - - PSHMLQGGDF TH- GNGMGGE - - - - - - - - TFADENFKLKHTGPGF L« ==« cn-onmoann
BNCYP214 - - - = = - - PSHMLOGGDF TD- GNGMGGE - - - - KFADENFK LKHTGPGY L- -

BNCYP216 - - - - - - - PSHMLOGGDF TD- GNGMGGE - - - - - - - - KFADENFKLKHTGPGY L=« =« -cnccmmnnn-
BNCYP222 - = - = = - - KDEMI QS GDF LK - NDGNGCM- - = - - - - - KFDDENFTAKHTGPGLL -« - =x-cxmnnmnnn-
BNCYP212 - - = = = - - KDfMI QS GDF LK - NDGSGCM- - - - KFDDENFTAKHTGPGLL- -

BNCYP217 - - < - - - - KDfMI QS GDF LK - NDGSGCM- - - - KFDDENFTAKHTGPGLL- -

BNCYP218 - - - - - - - KDEMI QS GDF LK - NDGGGCM- - - - KFDDESFTAKHTGPGLL- -

BnCYP27-3 - - = = = - - RDEMI QGGDFDK - GNGTGGK - - - - TFKDENFNLSHVGPGVY - -

BnCYP27-5 - - - - - - - ROEMI QGGDF DK - GNGT GGK - - - - TFKDENFN LSHVGPGVY - -

BnCYP28-1 = = = = = = = KDEMI QGGDFTE - GNGT GGl = = = = = = = = KFEDENFTLKHTGPGI L= === == == sceceun-
BnCYP282 - - - - - - - KDFMI QGGDF TE - GNGT GGl - - - - - - - - KFEDENFTLKHTGPGI L=« - x-cn-cnmnnn-
BNCYP27-2 - = = - = - - KDEMI QGGDF TE - GNGT GG - - - - KFEDENFT LKHTGPGI L- -

BNCYP274 - - < - - - - KDEMI QGGDFTE - GNGT GG - - - - - - - - KFEDENFTLKHTGPGI L=« --«-cxmncamnnnn
BnCYP14-5

BnCYP24-3

BnCYP86-1 - - - - - - - KGSSAQAGDFVS -RDGTAGE - - - KFPDESPKLRHDERGLL- -

BnCYPBG-2 = = = = = = = KGSSAQAGDFVN-RDGTGGE - - - - KFPDESPK LRHDERGLL- -

BnCYP40-1 - = - = - - - K MIQGGD I SA-YDGTGGE - - - - KFQODENFDLKHERKGML - -

BnCYP40-2 - - - - - - - K MI QGGD | SA-NDGTGGE - - - - KFEDENFDLKHERKGML - -

BnCYP62 - ----- - KGBMAQGGDF SN-GNGTGGE - == - ==« =S ¥GG---c=scmcmmmcaaaaonnx KFPDEMNFE LDHEEGGVL- - == --c=semnamn-
BACYPET - ------ K GlMAQGGDF SN-GNGTGGE - == - ==« =S ¥GG-=nccecmcmmmeaaanannn KFPDENFE LDHEEGGVL- - == --==eeeaam=-
BNCYP264 - - - - - - - PDY | | GGGDF TDERKGCGGE - - - - - - - -S| YAG- - FFEDENF | KKHTGPGI L- -

BNCYP142 - - < - - - - PDY | | GGGDFTYERKGYGGE - - - - - - - -S| YAG- - FFEDENF | KKHTGPGI L- -

BACYP22-3 - - - - - - - PDY | | GGGDFTYERKGYGGE- - - - - - - -S| YAG- - FFEDENF | KKHTGPGI L- -

BnCYP14-1 - = - = - - - PDYMI GGGDF TDERKGCGGE - - - - - - - -S| YAG- - FFEDENF | KKHTGPGI L- -

BnCYP14-3 - - - - - - - PDY | | GGGDFTYERKGYGGE- - - - - - - -S| YAG- - FFEDENF | KKHTGPGI L- -

[ I
[T R e S
BnCYP49

BnCYPS0

BnCYP31

T

BNCYPAT-2 = = = = = - - aVVQTGDPEGF‘AEGF IDPSTE- - - -KVRTVP LE| MVEGNKTPFYGST LEE LGLYKAQVMLPFNAFGTM- -

BNCYPAT3 - - < = = - - \VVQTGDPEGPAEGF | DPSTE- - - - KVRTVP LE | MVEGKKTPFYGST LEE LGLYKAQVMLPFNAFGTM- -

LT T T N~~~

BnCYP14-4 PDOHIWFGGD I THGN-GLGGE - - - - F -PKEDCI RKHDGPGI L- -

BnCYPT-1 = - cc e i ce e e ce e e e e ccaaa e [ = 3 I T I I I I
BnCYP17-1 = = = = = = = PGYTLCGGD | IGGWEEPVAN- == - === cES-smsecmcececemcsece s scscss s s ss s s ms s mmmmmm ===
BnCYP20 - ------ PCYMIAGGD | | DGGKGNRGE - - - - FFEVENF | KKHTGPGI L- -

BnCYP16 - - ----- PDHVWF GGYMT QGN - GF GGE F -PDEECMRKHDRIQVS -« - «-cx-cnmnnn-
BnCYP27-1 PN | WY GGDT THGC - GGGGE L-ADNNYKRKHDGKG! | =« ==« ==z o mx o mn oo
BACYP2B2 - = o == v cnmoomecnncnnen NRGSYW: e e« cmecmsomscnecamcamcamcsacsacsacancancnmenoanoanns

BnCYP4T7-1 cesees-------NRGSYWDSQGNHINNAPYGQPYAMI QG| LOPEGNMFTP - - | PTEHCPT I SRGSV - - - - -

BnCYP3T-1 - - - --- - - -NRGSYWDSEGYHINMNAPYGPPYAMI QG| LOPEGMNIFTP- - IPTEHCPTITRGSV - - - - -

BnCYP3T-2 - - - - - s e e e e e e e e e e e o - NRGSYWDSEGYHINNAPYGPPYAMI QG| LOQPEGNIFTP- -VPTEHCPTITRGSV - - - - -

BnCYP25-4 KHAV | QAGHSAQF DAVKDWA - - - - - - - - LQsscccssccssasscnsnsanasnnns RMNLHTS LKQEE---- - -

BnCYP25-5 = = = = = = = KHSV | QAGHSAQF DAVKDW/ = = = = = = - - [ s R L KNSLHTSLKHEE - ===« s s e s s e e s e m
BnCYP26-5 - - - - - - - KNY LVOAGHSQSSIPVEEWT = = = = = = - = SK-GK-== s s sec i ncmmcmmmman LRGRLNTSPKHEA - = = = = s s s s e e e s e ma
BnCYP146 - - - - - - - KNY LVOQAGHSQSS I PVEEWT - - - - --SK-GK- - LRGRLNTSPKHEA - - - - - -

BNCYP26-1 - - - - - - - KNY LVOAGHSSSSIPIEEWT - - - - - - - -AK-GK - - LRGRLDTSPKHEA- - - - - -

BNCYP263 - - - - - - - KNY LVOAGHSSSSIPIEEWT - - - - - - - -AK-GK - - LRGRLDTSPKHEA- - - - - -

BNCYP253 - - - - - - - KGEVAQVADVASGRSAPMNE - - - - - - - -EQRKE - - IVG-EFSDVK-HVRGI L- -

BACYP25-1 - - - - - - - KGRVAQVADVPNGRSAPMNE - - - - - - - -EQKKV - - IPG-EFSDVK-HVRGI L- -

BNCYP252 - = - = = - - KGHVAQVADVPNGRSAPMNE - - - - - = - - | LG-EFSDVK-HVRGI L= === emnmnnmnnnn
BNCYP102 - = = = = - - KDS | AVTGDPT - - GTGTGGD - === === =S| FQevocmcumoumoaocascascsccsacaccascasenasnscnacnannannnns
BNCYP122 - = = == - - KD TAQT GDPT - - GTGLGGD - == = === =8 Yo mcoe oo emcamcamascsoamoaacanoaaoaanans

BnCYP112 - - - oo - KDOBTAQTGDPT - -GTGLGGD------- - FROEIHLDLKHSKTGTV-cc-cccaeaaaann-
BNCYPE5-1 - - - - - - - M1 QGGDPT - - GTGKGGE - - - - - - - - FKDEPNSKQLHSGRGVV -« ==« ==« = o= = === -
BNCYPE52 - - - - - - - M1 QGGDPT - - GTGKGGE - - - - FKDEPNSK LLHSGRGVV - -

BnCYP21-1 - - - = - - - M! QGGDPT - - GTGKGGT - - - - FNDE | RDS LKHNARGML - -

BACYPS2 - - - - LVQGGDPT - - GSGT GGE - - - - FADEFHSRLRFNHRGIV - -

BACYPS5 - - - - LVQGGDPT- - GSGTGGE - - - - FADEFHSRLRFNHRGIV - -

BACYP70-1 - - - - MVQTGDP L- - GDGTGGQ- - - - FEDEFHKS LRHDRPFTV - -

BACYPT0-2 - - - - - - - MVQTGDP L- - GDGTGGQ- - - - - - - - FEDEFHKS LRHDRPFTV -« ccemoemnooan
BACYPS8 PLVLILFHDEIVOGGDCT - - GTGRGWA- - - - - - - - Lusensensenscnsansansncsnonnonnas
BACYP13 - - - - - - - KDB | VQGGDPT - - GTGRGGA- - - - LAEVI s cscsucsncnnos

BACYP1B - = - - - - - KDB 1 VQGGDPT- - GTGRGGQ- - - - - - - - FEDE | KPELKHTGAGI L

BACYP30-1 - - - - - - - PGOFF LAGRQGLRRDT - - == = == = = - - - AEVGPL-N------ LPRNTD- - - - - VVNSKSF LLPHARPGLVSLCLSEN- - - - - -« - -
BnCYP30-2 - - - - - - - PGOFF LAGRQGLRRDT - - - - = - - - - -AEDGPL-5------ LPRNTD- - - - - VVNSKSFLLPHARPGLVSLCLSEN- - ------ -
BACYPS = === e s eeesoesoesooceoceccecceeaseaseaseasesseaseameaoeameaeenmenneaa- HTGPGI L

BNCYP14-6 - - - - FFDDENF IKTHSGPGI L

BNCYP34-1 - - - - RRGERCKEVKAGSVG| VVRDP LKPPPKTKLVAT
BACYP34-2 - - - - - - - RRGERCKEVKAGSVG| VVRDP LKPPPKTKLVAT
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Anhang

o, W, oE0 om0, R M g
hCYPA - ----- SMANA - GPNTNGSQ- - - -FFICTA- - - - - - KTERLDGK - -IVVF GKVK - EGMN | VEAMERF GSRN- - « = =« - == -2z oo oo e
BNCYP185 - - - - - - SMANA - GSNTNGSQ- - - -FFICTE---- - - KTSMLDGK - - VVF GQVV - EGMDVVRD | EKVGSDS- -« ==« === === -cnonnn
BNCYP188 - - - - - - SMANA - GSNTNGSQ- - - -FFICTE---- - - KTSMLDGK - - VVF GQVV - EGMDVVRD | EKVGSDS- -« ==« === =2z ccemnnn
BNCYP182 - - - - - - SMANS - GPNTNGSQ- - - -FFICTA- -« - - ETSWLDGK - - VVFGKVV - EGMEVVKA | EKVGSSS- - - - - -

BnCYP18-3 - = - - - - SMANS - GPNTNGSQ----FFICTA------ ETSMLDGK - - VFGKVV-EGMEVVKAIEKVGSSS- - =

BNCYP184 - - - - - - SMANA - GPNTNGSQ- - - -FF I CTV - - - - - - KTDWLDGK - -[/VVF GQVV - EGLDVVKA | EKVGSAS - - - - - -

BNCYP186 - - - - - - SMANA - GANTNGSQ- - - -FFICTV - - - - - KTDMLDGK - - VVF GQVV - EGLDVVKA | EKVGSSS- - - - - -

BNCYP18T - - - - - - SMANA - GANTNGSQ- - - -FFICTV - - -« - - KTDWLDGK - - VVFGQVV - EGLDVVKA | EKVGSSS- - - - - -

BNCYP19-1 - - - - - - SMANS - GPNTNGSQ- - - -FFICTD - = - - - - KTAMLDGK - - VVF GKVV - DGYNVVKAMEKVGSER- - - - - -

BNCYP19-2 - - - - - - SMANS - GPNTNGSQ- - - -FFICTD- - - - - - KTAMLDGK - - VVF GKVV - DGYNVVKAMENVGSER- - - - - -

BNCYP24-5 - - - - - - AMANT - GPDSNGSQ- - - -FFITTV === KASMLEGE - - VVFGKV | - QGMDNVFA | EGGAGTY - - - - - -

BNCYP246 - - - - - - AMANT - GPDSNGSQ- - - -FFITTV == - KASMLEGE - - VVFGKV | - QGMDNVFA | EGGAGTY - - - - - -

BnCYP24-4 = = = - = - AMANT - GPDSNGSQ-- - -FFITTl-==--- KATWMLEGE - - VFGKVI - QGMDNVFA | EGGAGTY - - - -

BNCYP24-7 - - - - - - AMGNT - GPDSNGSQ- - - -FFITTI ==« - - KATIMLEGE - -[VVFGKV | - QGMDNVFA | EGGSGTC- - - - - -

BRCYP12-1 = = = = = & = m s s s e e e e e o e m e e e e eemeceeeao-oaaaoo-o- --

BnCYP24-1 - - - - - - SMANS - GPDSNGSQ- - - VFGKVL-SGMEVVRKIEA-QGQS - - « < - = ==« == c o emnnn
BNCYP242 - - - - - - SMANS - GPDSNGSQ- - - VFGKVL-SGMEVVRKIEA-QGQS- - « < - =« == v mmcmmnnan
BnCYP213 - - - - - - SMANS - GEDTNGSQ- - - VFGKVV - QGMDVVYK | EA - EGKQ- -

BnCYP21-5 - - « - - - SMANS - GEDTNGSQ- - - VFGKVV - QGMDVVYK I EA-EGKQ- = < === === - == czzum--
BnCYP218 - - - - - - SMANA - GODTNGSQ- - - VFGKVV - SGMDVVYKIEA-EGNQ- = - === - == ccmcaooaax
BnCYP21-4 - = = = = - SMANA-GEDTNGSQ- - - VFGKVV-TGMDVVYKIEA-EGSQ- - -----

BNCYP216 - - - - - - SMANA - GEDTNGSQ- - - VFGKVV-TGMDVVYKIEA-EGSQ- - - - - - -

BnCYP222 - - - - - - SMANS - GPDTNGCQYSY LFF | SCA VFGRV LGDGLLVMRK | ENVAVGP - - - - - -

BnCYP212 - - - - - - STANS - GPDTNGCQ- - - VFGRV LGDGLLVVRK I ENVAVGP - - - - - -

BNCYP21-7 - - - - - - SMANS - GPDTNGCQ- - - VFGRV LGDGLLVVRK | ENVAVGP - - - - - -

BNCYP218 « = =« = - SMANS - GRDTNGCQ- - - VFGRVLGDGLLVVRK | ENVAVGP

BnCYP27-3 = = = = = - SMANA - GPNTNGSQ- - - VFGQAV | -EGMDVVRLIEEQETDR

BnCYP27-5 = = = = = - SMANA-GPNTNGSQ- - - VFGQAVI - EGMDVVRLIEEQETDR

BnCYP28-1 = = = = = = SMANA-GPNTNGSQ- - - VFGAV I - EGMK LVRK LESQETRA

BnCYP282 - - - - - - SMANA - GPNTNGSQ- - - VFGQV | - EGMK LVRR LESQETRA

BnCYP27-2 - - - - - - SMANA - GPNTNGSQ- - - VFGQV| - EGMK LVRT LESQETRA- - - - - -

BNCYP27-4 - - - - - - SMANA - GPNTNGSQ- - - VFGQV| - KGMK LVRT LESQETRA- - - - - -

BNCYP14-5 - - - - --

BNCYP24-3 - - - - --

BnCYP86-1 - - - - - - SMDVA - ERDKFGSH- - - -FHITFR- - - - - - PNHQLDRK - - NVVFGK L| - QGKEV LKK | ERVGDEE- - - - - - -

BNCYPE6-2 - - - - - - SMDVA-ERDKLGSH- - - -FHITFR- - - - - - PNHQLDRK - - NVVFGK LI - QGKEV LKK | ERVGDEE - = - = = = === = === === = = -
BNCYP40-1 - - - - - - SMANS - GPNTNGSQ- - - -FFITTT === RTSHLDGK - -IVVF GRVT - KGMGVVRS | EHVSTEE - =« ==« = m s mmmmmnm -
BNCYP40-2 - - - - - - SMANS - GPNTNGSQ- - - -FFITTT === RTSHLDGK - - VVF GRVT - KGMGVVRS | EHVSTEE- - - - - -

BNCYP62 - - - - - - SMANC- GPNTNGSQ- - - -FF | LFK- -« - - RQPHLDGK - - VVF GKVV - KGMEVVKKME LVGTSD- - - - - -

BNCYP67 - --- - - SMANC- GPNTNGSQ- - - -FF | LFK=- ==« - - RQPHLDGK - - VVF GKVV - KGMEVVKKME LVGTSD- - - - - -

BnCYP26-4 - - - - - - SMNNN-GPDTNQSQ----FLISLT------ ENWEFDDL- - VFGAVV-EGLDVVRI | SHEPLK - - - - -

BnCYP14-2 = = - - = - SMNNN-GPDTNQSQ----FLISLT------ ENWELDDL- - VFGAVV-EGLDVVRI | SHEPLK - - - - -

BnCYP223 - - - - - - SMNNN-GPDTNQSQ- - - -FLISLT - == - - ENWE LDDL - -VVF GQVV - EGLDVVRI | SHEPLK - - =« === === mmmmmmmnn-
BnCYP14-1 - - - - - - SMNNG- GPDTNQSQ- - - -FLISLT - ==« - - ENWE LDDV - -VVF GQVV - EGLDVVRI | SHEPRR - - = - == = === = cm oo nmonn
BNCYP143 - - - - - - SMNNN-GPDTNQSQ- - - -FLISLT - ==« - - ENWE LDDV - - lGVF GQVV - EGLDVVRI | SHEPRR - - -

BNCYP7-3 = ------ MNNR - GPDTNESQ-- - -F | ICLT - == --- ENRE LDDV - -VVFGQVV - EGLDVVRI | SKEHVR - = = = ==« c s e mceocaanan
BNCYPT-2 = - -- MNNR - GPDTNQSQ- - - - FMI CLT - - - - - - ENWQLDDV - -[iVVF GQVV - EGLDVVRI | LNEPLR«- =« - =« cceccconnonn-
BNCYP49 - - -« - - AMAHSENSEEYSSPYQFFFY LYDKRNSGLGGLSFDEGQ- - FSVFG- YTTAGRDI LGQIKTGDI I KS=- - - - -

BNCYPS) - - - - - - AMAHSENSEEYSSPYQFFFY LYDKRNSGLGGLSFDEGQ- - FSVFG-YTTAGRDI LGQIKTGD- =« - =« = - - -

BnCYP31 ------ AMAREGFENDSESS-Q-VFWLLTERELTPSNSNI LDGR- - YDVFGGYVTHNEDF LADLKVDNVTEQHD - - -

L
BnCYP4T-2 - - - - - - AMAREEFENDSGSS-Q- VFWLLKESELTPSNSNI LDGR- - YAVF G- YVTQNEDF LADLKVGDV | ES | QVVSGLDN- - - - - - - - -
BnCYP4T-3 - - - - - - AMAREEFENDSGSS-Q-VFWLLKESELTPSNSNI LDGR- - YAVF G- YVTQNEDF LADLKVGDV | ES | QVVSGLDN- - - - - - - - -
BNCYP10-1 = - =« = =GQPN- = = = =« = - - RSQOF LLHSK- - - - - - EAPDYDEEPFHIVAF GKVV - SGFDV | RLVERMVGNE

BnCYP14-4 - - -GSQFMLHMK - - - - - - VSPDYDDGA!IIAFGRVL-DG LDVMARVGKMVGNE

2o 2

2o R

BnCYP20 ANSDLDNE - - CVVF GQVV - QGMYVVTS | MALSTNT

BACYPIE <=c==BQW-c=scs=szcscs2c=sAIMLN====<<NQT=c=ccccccscscscascansansassasanssss

BnCYP27-1 - - - - - LSMTRN-DESTTYDYYESQFMI LMR- - - - - - ASPDLDGE - - QOMVGGTN- - - == === - === - - - GY

BACYP262 « = s e scscssmnscsmsmnsnsnssnssossasssssessasneasscssesneasentsnsanassasnssssssnsnsasansnnnsnssss
BnCYP47-1 = === ==--=-== GWGSGPE - - - ~-FFISLA- -« -~ NHHEWKQS - - YTVFGSV LPEDMEVAER | AGLPTRTDVW- - -

BRCYP3T-1 = = == == === === AVWGSGPE-- - ~FFISLA--=--- NHHEWKQS - - YTVFGSV LPEDMDVAER I AGLPT | ADVW- - -

BNCYP37-2 - = == == === === AWGSGPE-- - -FFISLA------ NHHEWKQS - - YTVF GBSV LPEDMDVAER I AGLPT I ADVW- = = = == = == = === = = -
BnCYP25-4 - = - - = = YMVGTPKAKNE - - QGGFEFF I VSS - - - - - - QI TDLNEK - - LTVFGRVV - KGQDVVKE | EEVEIDE- - - - - - -

BnCYP25.5 - - - - - - YMVGTPKAKNE - - QGGFEFF I VS8 - -- - - - QI TDLNEK - - LTVFGRVYV - KGQDVVKE | EEVEIDE- - - - - - -

BnCYP26-5 - - - - - - FMLGTPKTKGNNNNKDFELLITTA- ----- P1PDLNDQ- - LI VFGRVL-KGEDVVQE | EEVDTDE- - - - - -

BnCYP146 - - - - - - FMLGTPKTKGNNNNKDFELLITTA- ----- P1PDLNDQ- - LI VFGRVL-KGEDVVQE | EEVDTDE- - - - - -

BnCYP26-1 - - - - - - FMLGTPKNKGN- - NKDFELLITTA------ P1PDLNDQ- - LI VFGRVL-KGEDVVQE | EEVDTDE- - - - - -

BnCYP26-3 - - - - - - FMLGTPKNKGN- - NKDFELLITTA- - - - - - P1PDLNDQ- - LIVFGRVL-KGEDVVQE |EEVDTDE - = < === === co-coeno--
BnCYP25-3 - - - - - - SMGRYEDPNSAQSS- - - - FSMLLG- - - - - - DAPHLDRQ- - YAVFGKVT - KGDET LRK LEEVPTRREGIF == = == = === === - - -
BnCYP25-1 - - - - - - SMGRHDDPNSGGSS - - - - FSMLLG- - - - - - DAPHLDGK - - YAVF GKVT - RGDET LRK LEEVPTRREGIF - -

BnCYP25-2 - - - - - - SMGRHDDPNSGGSS - - - -FSMLLG- - - - - - DAPHLDGK - - YAVFGKVT - KGDET LRK LEEVPTRREGIF - -

BnCYP10-2 - - - - --

BRCYP12-2 - = = = = = = s m s m e m e e e e m e m e e e eeeaeeao e --

BnCYP112 - - ---- SMASA-GENLNASQ- - DDLDY LDGK - -EVFGEIAEG— LDT LTRINEAYVDA- - - - - -

BnCYPB5-1 - - - - - - SMANS - GPHTNGSQ- - - -FF | LYK------ SATHLNYK - -TVFGGVVGG- LST LAAMESVPVYDE - - - == - == - --coano--
BRCYPB5-2 - - - - - - SMANS - GPHTNGSQ- - - -FF I LYK= -- - - - SATHLNYK - -JTVF GGV VGG- LST LAVMESVPYDE - « - == = === - ==« zeun--
BNCYP21-1 « = « = = - SMANS - GPNTNGSQ- - KQPHLNGL- -YT I FGKV | HG-FEVLDI MEKTQTGA- -

BACYP52 - - - - - - AMANESSPNTNGSQ- - - KCOMLOKK - -J/T | FGKVTGDS | FNLLRLGE IDTGK - == == == == === =======
BACYP55 - - - - - - AMANESSPNTNGSQ- - - LDKK - -BT | FGKVTGDS | FNLLRLGE IDTGK- == === === ====c====-
BACYPT0-1 = = = = = - SMANA - GANTNGSQ- - - LDNK - - T VF GRVVKG- MDVVQGI EKVKTDK - -

BnCYPT0-2 - - - - - - SMANA - GANTNGSQ- - - LDNK - -JTVF GRVVKG- MDVVQGI EKVKTDK - -

BnCYPE - --- . ---

[ e L I e L e L L

BACYP18-1 - - - - - - SMANA - GPNTNGSQ- - - -FFITLA---- - - PAPS LDGK - -JiT | FGRVCRG-MEV I KRLGSVQATDN- =« - =« -2 o oo caonoon
BACYP30-1 - - - - - DDDDET-RLDPEYRNVEF LITTGPG- - - - - - PCPQLDGG- -NIVFGTVL-EGLDVVTS | AAVPTFKPSEK | ROFNDFAEF LGDER
BACYP30-2 - - - - - DDDDET-RLDPEYRNVEFLITTGPG---- - - PCPQLDGG- -NIVFGTVL-EGLDVVTS | AAVPTFKPSEK | ROFNDF AEF LGDER
BnCYP5 - ----- TMWOC - RPNTNGSQT - - QFMICLR- - - - - - KIVEFDRS - ASCLA===ccc=scscacsssscasnsasssnsansnssssnsns
BRCYP146 - - - - - - TMWNC - RENTNGS - - - -QF MICLK - - - - - - - | VEFDQE - - CVAFGQVY - EGLDV I QNI EKEVGRPDL- - = = === === == == ==~
BnCYP34-1 NGK LEVQEEE| - AVGPNGTE--- -FVITAV------ DSPELEES- -VLVIGEVL-EGMGVVEKMREVKTVRDNT -SSPYFKVAKV | GDKR
BnCYP34-2NGK LEVQEEE| - AVGPNGTE - - - -FVITAV - - - - - - DTPELEES- -VLVIGEVL - EGMGVVEKMREVKTVRDNT - SSPYFKVAKV | GDKR
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%&0 ] %90 1 :?00 L] ?10 L] ?20 ] %30
hCYPA - ---- - - GKTSKKI =T IADCGQALE = = == = s == s mmsmmmmemmmmmmammnamma e
BnCYP185 - - - - - - - - GRTSKKV -V I ADCGQL = = == = s mm s mmsmmmmammmmmmamnamene
BNCYP18-8 - - - - - - - - GRTSKKV =V 1 ADCGQL = = = = = = = == = = mmm e e mommme e mm e
BNCYP182 - - ------ GTTKKKV - VVADCGQV - - -
BNCYP183 - - - = - - - - GTTKKKY - VWADCGOVA - « = =« = == s = o cscmecccocoocmoaooan
BNCYP18-4 = - - = - - - - GKPSKPY - VWADCGOLS - « = =« === s =mmscceoccoocoocaoaooan
BnCYP18-6 - - ---- - - GKPSKPV-VIADCGQL- - -
BnCYP187 == === --- GKPSKPV-VIADCGQL- - -
BNCYP1g-4 = = === -~ GVTSEPV-VIEDCGE | KNE
BNCYP192 - - == - - - - GATSEPV -V EDCGE LKNQ
BNCYP24-5 - - - - - - - SGKPRKKV -V 1 ADSGE - - -
BNCYP24-6 - - - - - - - SGKPRKKY -VIADSGE | ==« - - s o cc s oo o e s i eimacaaaaanan
BNCYP24-4 - - - -« - - SGKPRKKV -V IADSGE | =« < - =« c s ommeiea e e o e o e
BNCYP24-7 - - - - - - - SGKPRKKV -V IADSGEI - - -
BCYPA2-] == --ccecmcmcccaaaaaaaaaa
BnCYP24-1 = = === == SGEPKGKV-11LDSGEV- - -
BNCYP24-2 = - == = - = SGEPKGKV- | | LDSGEV - - -
BNCYP213 = - == = - = SGTPKSKV-VIADSGEL- - -
BNCYP215 - - - - - - - SGTPKSKV-VIADSGEL- - -
BNCYP21-9 - - - - - - - SGTPKSKV-VIVDSGEL- - -
BNCYP214 - - - - - - - SGTPKSKV-VIVDSGEL- - -
BNCYP216 - - - - - - - SGTPKSKV -VIVDSGEL-«--=cnccmmmamaaaaecaaaaacmaa
BnCYP22.2 - - ----- NNRPK LAY -VITECGEM- - - - - - o e e e e e e e e e e e e h e e e m e o
BnCYP21-2 = - == - - - NNRPK LAV -V 1| TEGGEM- - - -
BNCYP21-7 = = ==« - = NNRPKLSV-VITECGEM- - - ..
BNCYP218 - - - - - - - NNRPK LAV -V 1 TECGEM- - - ..
BNCYP27-3 = - == = - = GDRPRKKV -V 1 ADCGQL - - - ..
BNCYP27-5 - - - - - - - GDRPRKKV -V 1ADCGQL- - - .-
BNCYP28-1 - - - - - - - MDVPKKAC - RIYACGE L= ----c-cccmuonucann --
BNCYP282 - - - - - - - MDVPKKAC - RIYACGE L=~ -----ccccmuonnoan- .-
BnCYP27-2 - - - - - - - FODVPKKGC-RIYACGEL- - - ==
BnCYP27-4 - - --- -~ FOVPKKGC-RIYACGEL- - - - -
BnCYP14-5 -
BnCYP24-3 --
BNCYPB6-1 = - === - -~ GKPTVTV-KI | RCGE- - - - ..
BNCYP86-2 - - - - - - - - GKPTVTV-KI I SCGE-----xceecamnconnnn- --
BNCYP40-1 - - - - - - - NACPSLDV-VIHDCGVIPE-----ccccmuonuonnn --
BNCYP40-2 - - - - - - - NACPSLDV-VIHDCGV I PE- --
BnCYP62 - ------- GKPTSNV =K1 IDCGEV - -« - -« - = s o cmcmcccooccocacaaaaoa
BNCYPET - ------- GKPTSNV =K1 IDCGAV - =« ==« m s s memmsccsccccaccacaaaaan
BnCYP26-4 = = == ===~ DKLSKPV-VI -DCG - - -
BnCYP14-2 = = === - - - DKFSKPV-VI -DCG -
BNCYP223 = - === - - DKFSKPV-VI -DCG - ..
BNCYP14-1 = - == - - - - DKLSRPV-VI -DC- - - - - - .
BNCYP143 - - - - - - - - DKLSRPV-VI -DC- - - - - - ‘e
BNCYP7-3 - ------- DKLSRPV -V IADCGLI ==« = c = s o oeommmee e e oo e acaca oo
BNCYPT-2 - ------- DKLSRPV -V «DCG= s = comcnocsmasnesnasnasnasnaananns
BnCYP439
BnCYPS0
BnCYP31
BNCYP22-1 = = === =wmmmmemmemoeeeeeeaana .- --
BNCYP4T-2 = = = = = - = LVNPSYK! - = =AG-- = -~~~ --
BnCYP4T-3 - - - - - - - LVNPSYK! - = <AG-- -« -- - -
BNCYP10- === - -~~~ FVP---ommmmom - --
BnCYP14-4 - - -------- FVYPS-TQ--------- --
BACYPT-l =2-=scs-s-sssscressssnsnnsssnsnsmnsmssssnsccooccsccszz==-
BCYPAT-] == ===-s-s-sscscrosrssnsossssnsnsmsomssssnsscmossssnsnn=zs-=
BnCYP20
BnCYP16
BACYP27-1 = = === s =n-- PLQPV-T 1 ADCGQVFPEAETMVVA LQLRVAE LENPPEKQTVSCEMGY
BACYP2B2 =+ ==+ csssaccuasensensssssnconcansnssnnsonsancancnscsscnsss
BNCYP4T-1 - - ------ NSVNVS - - - - - mem oo ---
BNCYP37-1 - - - - - - - - NSVNVSV---LE------- S
BnCYP37-2 - - ----- - NSVNVS- - ----------- .o
BnCYP25-4 - ------ HYQPKAPI| -EIMSVTLLQD- - -
BnCYP25-5 = = = = = = = HYQPKAP | =EIMSVT LLAD - == = = == o s memmmm e e e e e e e e e eme e e
BACYP265 - - - - - - - HYQPKAQ] =Gl ISV I Lemmcmmmeeemomemaaacaeeeomameeannnn
BnCYP146 - - - - - - - HYQPKSQI -GI I8V L---- ..
BnCYP26-1 - - - - - - - HFQPKSG =Gl 15l VLeacsaasacasaasassnacnaomavansannsan
BNCYP263 - - - - - - - HFQPKSQI -Gl ISIVLenecnncneccansmcsmcsccsccnccnncnns
BnCYP25-3 - - - - - - - VMPTERI -T1 LSTYYYDTKMESCE
BNCYP25-1 - - == - - - - VMPTERI -T1 LSTYYYDTKMES - -
BnCYP25-2 = = === = = = VMPTERI -T1LSTYYYDTKMES - -
BNCYPI(-2 == === ==---mcmccamcmmccaaaaamaaan
BACYP1Z-2 = - === === -secsemceoceccecsceoamamaeaaaaas
BnCYP112 === ---- KNRPYKNI| -RIKHTY | LEDPFEDPTQLADMI
BnCYPBS-1 = = = = = = = TDRPLEE| -KI | EANVFVNPYTEPDEEE
BnCYPE52 - - - - - - - TORPLEE| -K1 | EANVFVNPYTEPDEEE - « - =« - - - -
BnCYP21-1 - - = - - - - GORP LAE | - RLNRVT I HANP L= = = == === == ===« -
BNCYPS2 -« ----- DDRP LDPAPK | LSVEV LWNPFEDI VPRV LAKASH- - -
BNCYPS5 - ------ DDRP LDPAPK | LSVEVLWNPFEDI VPRVLAKAS - - - -
BNCYPT0-1 - - - -« - - NDRPYQDV - K1 LNVTV - =« o o s o memmcmecaa e
BNCYPT0-2 - - - - - - - NDRPYQDV - K1 LNVTV - -« o o s et m e e e e e i e e
BnCYP8

BnCYP13
BNCYP18-1 = = === = = TORP IHEV -KI LRTKVV - s - o e e e e e e e i e i
BNCYP30-1 AQNARS LWNRP LKTV - F I SDCGE - = = = = = = = == s == oo e memooaaioeoaas
BnCYP30-2 AQNARS LWNRPLKTV -F 1 SDCGE LK - -
BACYPS = cm-smsmcmeeacaaeooaon
BNCYP14-6 - - - - - - - SGVPNKLV-VIADCGQI - - -
BnCYP34-1 AVVAERGFNRPYTKV - QUTNCGF | - - -
BACYP34-2 AVVAERGFNRPYTKV - QUTNCGF | = = = = = = = == s = m s mmwmm e mmm e mm e ma e m

Anhang

Abbildung A2: Multipler Sequenz-
vergleich der CLD aller 91 BnCYPs.
Vor dem Sequenzvergleich wurde die
Proteinsequenz jedes BnCYPs auf die
Sequenz der putativen CLD gekirzt
(siche Tabelle A2). Der Vergleich macht
deutlich, dass grofie Teile konserviert
sind, es aber in kleinen Untergruppen
auch Insertionen oder Deletionen gibt.
Markiert sind wichtige Aminosduren fiir
die PPlase Aktivitit (rot) und die CsA-
Bindung (blau) sowie das VXGXV Motiv
(gelb). Zusitzlich ist die Aminosiure-
sequenz von HsCYPA angegeben (aus
Hanhatt e al. 2017).
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Anhang

8.5 Die AtCYP-Familie und ihre BnCYP Homologe

Tabelle A3: Die Arabidopsis CYP Familie, deren Lokalisation und Funktion sowie B. napus Homologe. Die Lokalisation
wurde entweder bioinformatisch vorhergesagt (p) oder experimentell bestimmt (e). Die Homologe sind der Ahnlichkeit nach

sortiert (erste Position = Homolog mit der hochsten Sequenzidentitit). SP = secretory pathway, TL = Thylakoidlumen (verindert

nach Hanhart ez a/. 2017).

AtCYP Gen Subzellulire Lokalisation*  Stichworter zur Funktion BnCYP-Homolog
(% Sequenzidentitit)

AtCYP18-1  At1g01940 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He  Hitzestress (Sakuma ez a/. 2006) BnCYP21-1 (98 %)
et al. 2004)

AtCYP18-2  At2g36130 Cytosol, (Romano ez al. 2004; He pri-mRNA Prozessierung, Pathogenantwort (He e BnCYP18-1 (95 %), BnCYP13 (79 %),
et al. 2004) al. 2004; Lee et al. 2015) BnCYP8 (56 %)

AtCYP18-3  Atdg38740 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He  Wachstum, Hormon-Signalweg, Pathogenantwort, BnCYP18-4 (93 %), BaCYP18-6 (92 %),
et al. 2004) Salzstress (He et al 2004; Trupkin e al 2012; BnCYP18-7 (92 %)

Kovalev und Nagy 2013; Deng ¢/ al. 1998; Ma et al.
2013; Coaker e al 2005; Coaker et al 20006;
Aumuller 7 a/. 2010)

AtCYP18-4  Atdg34870 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He  Pathogenantwort, Salzstress, Hormonantwort (He e BnCYP18-2 (83 %), BanCYP18-3 (83 %),
et al. 2004) al. 2004; Deng e/ al. 1998) BnCYP17-1 (74 %), BnCYP10-1 (35 %)

AtCYP19-1  At2g16600 Cytosol, (Romano ez al. 2004; He  Samenentwicklung, Pathogenantwort, Hormon- BnCYP18-5 (92 %), BnCYP18-8 (92 %),
et al. 2004) antwort, Salzstress (Pogorelko ez al. 2014; He et al.  BnCYP26-4 (66 %), BnCYP22-3 (65 %),

2004; Stangeland e a/. 2005; Yang ef al. 2009) BnCYP20 (62 %), BaCYP14-1 (62 %),
BnCYP14-2 (62 %), BACYP14-3 (60 %),
BnCYP14-6 (52 %), BnCYP16 (50 %),
BnCYP7-1 (36 %)

ACYP192  A2g21130  Cytosol, (Romano e o/ 2004; He - BnCYP7-3 (59 %), BaCYP27-1 (46 %)
et al. 2004)

AtCYP19-3  At3g56070 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He Pathogenantwort, Ca?*-Signalweg (Kovalev und BnCYP19-1 (91 %), BaCYP19-2 (90 %),
et al. 2004) Nagy 2013; Kaur ¢ al. 2015) BnCYP5 (48 %)

AtCYP19-4  At2¢29960 Cytosol und SPe (Saito ef al. 1999;  Zellpolaritit, Salzstress, Hormonantwort (He e a/.  BnCYP21-5 (93 %), BanCYP21-3 (92 %),
Grebe ez al. 2000) 2004; Saito et al. 1999; Grebe ez al. 2000) BnCYP12-1 (56 %), BaCYP14-4 (52 %)

AtCYP20-1  At5¢58710 SP, (Romano e al. 2004; He et al.  UPR  (unfolded protein response) im ER, ER-Stress, BnCYP21-9 (97 %), BanCYP21-4 (92 %),
2004) multiple Signalwege (Kamauchi ez 4/ 2005; Jackson BnCYP21-6 (92 %)

und Soll 1999)
AtCYP20-2  At5¢13120 TLe (Schubert e al  2002; Pathogenantwort, Licht- und oxidativer Stress, BnCYP27-3 (86 %), BnCYP27-5 (86 %),
Ingelsson ez al. 2009) Untereinheit  des NAD(P)H-Dehydrogenase-  BnCYP7-2 (51 %)
Komplexes, Hormon-Signalweg, Proteinfaltung im
TL, Blihinduktion (He e# a/. 2004; Shapiguzov ez al.
2006; Ingelsson e al. 2009; Sirpio es al. 2009;
Edvardsson ez al. 2007; Zhang et al. 2013)

AtCYP20-3  At3g62030 Stromae (Schubert ¢/ @l 2002; Licht- und oxidativer Stress, Redoxregulation, BnCYP27-2 (89 %), BnCYP27-4 (89 %),
Ingelsson ez al. 2009; Lippuner e/ Cysteinbiosynthese, JA-Signalweg, Pathogenantwort  BnCYP28-1 (85 %), BnCYP28-2 (85 %),
al. 1994) (Dominguez-Solis ¢z al. 2008; Park ez al. 2013; Deng  BnCYP14-5 (81 %), BnCYP24-3 (79 %)

et al. 1998; Motohashi e/ al. 2003; Laxa et al. 2007;
Liebthal e al. 2016)

AtCYP21-1  Atdg34960 SP, (Romano ¢ al. 2004; He et al. - BnCYP24-5 (95 %), BnCYP24-6 (95 %),
2004) BnCYP24-4 (85 %), BaCYP24-7 (83 %)

AtCYP21-2  At3g55920 SP, (Romano et al. 2004; He et al.  Wasserstress (Kim ez al. 2013) BnCYP24-1 (92 %), BnCYP24-2 (92 %)
2004)

AtCYP21-3  A2g47320  Mitochondrien, (Romano e al. - BnCYP25-4 (83 %), BnCYP25-5 (83 %)
2004; He ez al. 2004)

AtCYP21-4  At3g66654 Mitochondrien, (Romano ¢/ al Dunkel-Behandlung (He ez al. 2004) BnCYP26-3 (89 %), BnCYP26-1 (88 %),
2004; He et al. 2004) BnCYP146 (87 %), BnCYP26-5 (86 %)

AtCYP22  A2g38730  Cytosol, (Romano ¢ /. 2004; He - BnCYP21-2 (93 %), BaCYP21-7 (93 %),

ot al. 2004)

BnCYP21-8 (92 %), BnCYP22-2 (92 %)
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Tabelle A3: Fortsetzung.

Anhang

AtCYP Gen Subzellulire Lokalisation*  Stichworter zur Funktion BnCYP-Homolog
(% Sequenzidentitit)
AtCYP23 At1g26940 SP, (Romano ¢# al. 2004; He et al. - BnCYP25-3 (92 %), BaCYP25-2 (87 %),
2004) BnCYP25-1 (86 %)
AtCYP26-1  At3g22920 Cytosol, (Romano ez al. 2004; He - -
et al. 2004)
AtCYP26-2  Atlg74070 TL, (Romano ¢ al. 2004; He ef al. ~ Saccharose-responsiv (He ez al. 2004) BnCYP34-1 (84 %), BnCYP34-2 (83 %)
2004; Tomasic Paic und Fulgosi
2015)
AtCYP28 At5g35100  TLe (Schubert ez al. 2002; Tomasic  Dunkel-Behandlung, CO»-Stress (He ez al. 2004) BnCYP30-1 (86 %), BaCYP30-2 (85 %)
Paic und Fulgosi 2015)
AtCYP37 At3g15520 TLe (Schubert ez al. 2002; Tomasic  Dunkel-Behandlung (He ez a/. 2004) BnCYP49 (87 %), BnCYP50 (87 %)
Paic und Fulgosi 2015)
AtCYP38 At3g01480  TL. (Schubert e al 2002; keine PPlase Aktivitit, PsbQ-dhnliche Domine, BnCYP47-2 (86 %), BnCYP47-3 (84 %),
Ingelsson e al. 2009) Photosystem 1I: Faltung von Untereinheiten und BnCYP22-1 (69 %), BaCYP31 (51 %)
deren Assemblierung, Dunkel-Behandlung,
Lichtstress (He e al. 2004; Vasudevan e al. 2012;
Shapiguzov e al. 2006; Edvardsson e/ al. 2003; Fu ez
al. 2007; Sirpio et al. 2008)
AtCYP40 At2g15790 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He RISC-Komplex, vegetative Phase (Iki e a/ 2012; BnCYP40-2 (93 %), BaCYP40-1 (92 %)
et al. 2004) Eatley und Poethig 2011)
AtCYP57 At4g33060 Cytosol/Nukleus, (Romano ¢# al. Pathogenantwort, ~RNA-interagierende  Region BnCYP55 (86 %), BnCYP52 (80 %)
2004; He ez al. 2004) (Pogorelko ¢ al. 2014; Romano ez al. 2004; He et al.
2004)
AtCYP59 At1g53720  Nukleuse (Gullerova ez al. 2006) Cyclophilin-RNA-interagierendes Protein (CRIP), BnCYP12-2 (97 %), BnCYP112 (85 %),
Zinc-finger Motiv, pri-mRNA  Prozessicrung, BnCYP10-2 (69 %)
Transkription (Krzywicka ez /. 2001; Bannikova ez
al. 2013; Gullerova et al. 20006)
AtCYP63 At3g63400 Nukleus, (Romano e al. 2004; He  RNA-Metabolismus (Romano ez al. 2004) BnCYP62 (65 %), BnCYPG67 (65 %)
et al. 2004)
AtCYP65 At5g67530 Cytosol, (Romano ef al. 2004; He  Ubiquitin-abhingiger Proteinabbau (Romano ¢ 2. BnCYP65-1 (92 %), BaCYP65-2 (92 %),
et al. 2004) 2004) BnCYP26-2 (33 %), BaCYP47-1 (27 %),
BnCYP37-1 (26 %), BaCYP37-2 (26 %)
AtCYP71 At3g44600 Nukleuse (Li ez al. 2007) Entwicklung, Genrepression und Organogenese, BnCYP70-1 (91 %), BaCYP70-2 (91 %)
Genexpression, Hormonantwort, KNOX-responsiv
(Li et al. 2007; He et al. 2004; Li und Luan 2011)
AtCYP95 At4g32420 Nukleus, (Romano e al. 2004; He  RNA-Metabolismus (Romano ez al. 2004) BnCYP86-1 (69 %), BaCYP86-2 (67 %)

et al. 2004)
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Anhang

8.6 Aminosiuresequenzen rekombinanter CYPs

Hier sind die Aminosduresequenzen aller klonierten, rekombinanten Fusionsproteine im fasta-Format
aufgefihrt. Die Konstrukte beinhalten einen N-terminalen Hise-Tag sowie eine Thrombinschnittstelle.
Nach dem Verdau mit Thrombin bleibt ein N-terminaler Anhang von 3 Aminosiuren iibrig (GSH-). Die
Sequenz nach Verdau ist grau hinterlegt.

>BnCYP18-2
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMANPRVEFDMTLDGAPAGRIVMELYKDTTPNTAENFRALCTGEKGVGKKGKPLH
FKGSAFHRVIPGFMCQGGDFTAGNGTGGESIYGDKFKDENFAKKHTGAGILSMANSGPNTNGSQFFICTAETSWL
DGKHVVEGKVVEGMEVVKATEKVGSSSGTTKKKVVVADCGQVA-

>BnCYP18-3
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMANPRVEFDMTLDGAPAGRIVMELYKDTTPNTAENFRALCTGEKGVGKKGKPLH
FKGSAFHRVIPGEMCQGGDEFTAGNGTGGESIYGDKEFKDENFVKKHTGAGILSMANSGPNTNGSQFFICTAETSWL
DGKHVVEGKVVEGMEVVKATEKVGSSSGTTKKKVVVADCGQVA-

>BnCYP18-4
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAFPKVEFEFDMTVDGKPAGRIVMELYTDKTPKTAENFRALCTGEKGVGSKGKPLHE
KGSSFHRVIPNEMCQGGDEFTAGNGTGGESIYGEKFADENFERKHTGPGILSMANAGPNTNGSQFFICTVKTDWLD
GKHVVEGQVVEGLDVVKAIEKVGSASGKPSKPVVVADCGQLS -

>BnCYP18-5
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMVNPKVYFDMTVGDKAAGRIVMELYADTVPETAENFRALCTGEKGIGKSGKPLHY
KGSAFHRVIPKEMCQGGDEFTAGNGTGGES IYGMKEFKDENEFVKKHTGPGILSMANAGSNTNGSQFFICTEKTSWLD
GKHVVEGQVVEGMDVVRDIEKVGSDSGRTSKKVVIADCGQL-

>BnCYP18-6
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAFPKVEEFDININGOQAAGRIVMELYTDKTPKTAENFRALCTGEKGVGRKGKPLHE
KGSSFHRVIPSEMCQGGDEFTAGNGTGGES IYGDKFEDENFERKHTGPGNLSMANAGANTNGSQFFICTVKTDWLD
GKHVVEGQVVEGLDVVKAIEKVGSSSGKPSKPVVIADCGQLS -

>BnCYP18-8
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMVNPKVYEFDMTVGDKAAGRIVMELYADTVPETAENFRALCTGERGIGKSGKPLHY
KGSAFHRVIPKEMCQGGDFTAGNGTGGESIYGMKFKDENEFVKKHTGPGILSMANAGSNTNGSQFFICTEKTSWLD
GKHVVEGQVVEGMDVVRDIEKVGSDSGRTSKKVVIADCGQL-

>BnCYP19-1
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANPKVEFDILIGKMKAGRVVMELFADVTPRTADNFRALCTGEKGIGQAGKALHY
KGSAFHRITIPGEMCQGGDEFTRGNGTGGESIYGAKFQODENFKLKHTGPGILSMANSGPNTNGSQFFICTDKTAWLD
GKHVVEGKVVDGYNVVKAMEKVGSERGVTSEPVVIEDCGEIKNETSEVSNKE -

>AtCYP18-3
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMAFPKVYEFDMTIDGQPAGRIVMELYTDKTPRTAENFRALCTGEKGVGGTGKPLHE
KGSKFHRVIPNEMCQGGDEFTAGNGTGGESIYGSKFEDENFERKHTGPGILSMANAGANTNGSQFFICTVKTDWLD
GKHVVEGQVVEGLDVVKAIEKVGSSSGKPTKPVVVADCGQLS -

>AtCYP18-4
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMSNPRVFEFDMSLSGTPIGRIEMELFADTTPNTAENFRALCTGEKGMGKLGKPLHE
KGSIFHRVIPGEMCQGGDEFTAKNGTGGESIYGAKFKDENFIKKHTGAGILSMANSGPNTNGSQFFICTDKTSWLD
GKHVVEGQVVKGLDVVKAIEKVGSDSGKTSKVVTITDCGQLS -

>AtCYP19-1
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMATNPKVYFDMTVGGKSAGRIVMELYADTTPETAENFRALCTGERGIGKQGKPLH
YKGSSFHRVIPKFMCQOGGDFTAGNGTGGESIYGSKFKDENFIKKHTGPGILSMANAGANTNGSQFFICTEKTSWL
DGKHVVEGQVVEGLNVVRDIEKVGSDSGRTSKPVVIADCGQIS-

>AtCYP19-3
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMANPKVEFEFDILIGKMKAGRVVMELFADVTPRTANNFRALCTGENGIGKAGKALHY
KGSAFHRIIPGEMCQGGDEFTRGNGTGGESIYGSKFEDENFKLKHTGPGILSMANSGPNTNGSQFFICTEKTSWLD
GKHVVEGKVVDGYNVVKAMEDVGSDMGNPSERVVIEDCGELKNPSS -
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Anhang

8.7  Ubersicht: rekombinante CYPs, in vitro Experimente und A. thaliana

Mutanten

Tabelle A4: Eine vollstindige Zusammenfassung von Klonierung, Experimenten und Mutanten dieser Arbeit.
Erfolgreich abgeschlossene Experimente sind mit v~ gekennzeichnet, per LC-MS/MS nicht identifizierte oder nicht erfolgreich
kristallisierte Proteine mit ¥. Grau hintetlegt sind die AtCYPs in der Spalte der LC-MS/MS Analyse, da hier nur Phloemexsudat

von B. napus untersucht wurde.
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S 2 -2 % = é | © v o E » = < B
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Homolog:
) v v v g
BnCYP18-2 AtCYP18-4
Homolog:
_ v v x s
BnCYP18-3 AtCYP18-4
Homolog:
B} v v v v v v x S
BnCYP18-4 AtCYP18-3
Homolog:
) v v v v v v S
BnCYP18-5 AtCYP19-1
Homolog:
] v v s
BnCYP18-6 AtCYP18-3
Homolog:
) v x s
BnCYP18-8 AtCYP19-1
Homolog:
. v v v v v v v S
BnCYP19-1 AtCYP19-3
AtCYP18-3 v % v v x i
AtCYP18-4 v i
AtCYP19-1 v i
AtCYP193 v v v v v x i
AtCYP20-2 v
AtCYP20-3 v
AtCYP26-2 v
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