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Zusammenfassung

Dirigent- (DIR-) Proteine werden in unterschiedlichen Proteinuntergruppen (DIR-a bis DIR-i)
eingeordnet. Sie werden vorwiegend im Pflanzenreich gefunden, dabei werden sie mit
unterschiedlichen adaptiven Reaktionen auf (a)biotische Stressfaktoren in Verbindung
gebracht. Die ersten charakterisierten Mitglieder zeigten keine enzymatische Aktivitat,
konnten jedoch eine radikalische Dimerisierung (nach einer oxidativen Aktivierung) mit einer
hohen Regio- und Enantioselektivitat steuern. Trotz der Fahigkeit von DIR-Proteinen,
pharmazeutisch relevante chirale Ausgangsstoffe zu produzieren, sind bisher kaum
Anwendungsbeispiele etabliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Unterfamilien von DIR-Proteinen nadher
charakterisiert. Im ersten Teil wurden unterschiedliche Strategien angewendet, um die beiden
DIR-a-Proteine (AtDIR6 und FiDIR1) heterolog und l6slich in Escherichia coli (E. coli) zu
produzieren. Demzufolge ergab die Kombination aus der Co-Expression von Chaperonen,
niedrigen Temperaturen (15 °C) wihrend der Uberexpression und der Zugabe von 2 % Ethanol
in das Kulturmedium die hochste Loslichkeit fur die rekombinanten DIR-Proteine. Dadurch
konnten zum ersten Mal l6sliche rekombinante AtDIR6- und FiDIR1-Proteine hergestellt
werden. Jedoch wiesen die Proteinfraktionen nach der Isolation eine hohe Verunreinigung mit
Chaperonen und eine geringe Stabilitat auf. Diese beiden Hindernisse miissten in weiteren
Studien bearbeitet werden, um rekombinanten DIR-Proteine in der selektiven Kopplung von
Lignanen nutzen zu kdénnen.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der biochemischen Charakterisierung eines chimaren
Jacalins OsJAC1 aus der monokotylen (einkeimblattrigen) Pflanze Reis (Oryza sativa). Dieses
Protein ist modular aufgebaut aus einer Dirigent- (DIR-) und einer Jacalin-dhnlichen Lektin-
(JRL-) Doméne. Das entsprechende Gen wird in Reaktion auf verschiedene abiotische und
biotische Stimuli exprimiert. Durch die erfolgreiche heterologe Expression in E. coli mit hohen
Ausbeuten fir das Volllangenprotein OsJAC1 sowie seine einzelnen Domanenproteine (DIR
und JRL) konnten die Proteine systematisch untersucht werden hinsichtlich der Struktur, der
biochemischen Eigenschaften und der putativen Interaktionspartner. Dieser Ansatz
ermoglichte es, verschiedene Analysemethoden anzuwenden, um neue spezifische
Kohlenhydrat-Interaktionspartner fir die beiden Doméanen zu ermitteln. Es konnte gezeigt

werden, dass die JRL-Domane eine hohe Selektivitat fir Mannose und Glukose aufweist. Fir

Vi



Zusammenfassung

die DIR-Domane konnte zum ersten Mal eine Selektivitat fiir Galaktose nachgewiesen werden.
Zusatzlich konnte durch die Kristallisation des DIR-Domanenproteins im Komplex mit
Galactobiose das neue Kohlenhydratbindemotiv ergriindet werden. Durch unterschiedliche
in silico (Protein-Protein-Docking) Untersuchungen, kombiniert mit weiteren biochemischen
Untersuchungen (Schmelzpunkt, apparente Molekularmasse etc.) konnte ein erstes Modell
fir das Volllangenprotein erstellt werden. Die Ergebnisse in dieser Arbeit bieten Einblicke in
die Strukturen und Bindungseigenschaften von OsJAC1 und seiner méglichen Funktion bei der
Pathogenresistenz. Das Verstdandnis solcher Resistenzmechanismen gegen biotische
Stressfaktoren und ihre Ubertragung in moderne Ziichtungsprogramme kénnte den Weg zu

einer umweltfreundlicheren Landwirtschaft unterstitzen.

VI



Abstract

Dirigent- (DIR-) proteins are divided into different protein subgroups (DIR-a to DIR-i) that are
mainly found in the plant kingdom. They are associated with different adaptive responses to
(a)biotic stresses. The first members of DIR proteins characterised showed no enzymatic
activity but were able to control radical dimerization (after oxidative activation) with high
regio- and stereoactivity. Despite the ability of DIR proteins to produce pharmaceutically
relevant chiral precursors, only few examples of their application have been described.

In the present work, two subfamilies of DIR proteins were examined in detail. In the first
part, different strategies were used to produce two DIR-a proteins (AtDIR6 and FiDIR1)
heterologous and soluble in Escherichia coli (E. coli). In this regard, the combination of
chaperone co-expression, low temperatures (15 °C) during overexpression and the addition of
2% ethanol to the culture medium resulted in the highest solubility for the recombinant DIR
proteins. This allowed the production of soluble recombinant AtDIR6 and FiDIR1 proteins for
the first time. However, after isolation, the protein fractions showed high contamination with
chaperones and low stability. These two obstacles would need to be addressed in further
studies in order to use recombinant DIR proteins in the selective coupling of lignans.

The focus of this work was the biochemical characterisation of the monocot chimeric
jacalin (MCJ) OsJAC1 from Oryza sativa. This protein has a modular structure consisting of a
dirigent (DIR) and a jacalin-like lectin (JRL) domain. The corresponding gene is expressed in
response to various abiotic and biotic stimuli. Successful heterologous expression in E. coli
with high yields for the full-length protein OsJAC1 and its individual domain proteins (DIR and
JRL), allowed the proteins to be systematically studied in terms of structure, biochemical
properties, and putative interaction partners. This approach made it possible to apply
different analytical methods to identify new specific carbohydrate interaction partners for the
two domains. The JRL domain was shown to be selective for mannose and glucose and, for the
first time, galactose selectivity was demonstrated for the DIR domain. In addition,
crystallisation of the DIR domain protein in complex with galactobiose allowed the new
carbohydrate-binding motif to be explored. Through different insilico (protein-protein
docking) investigations combined with further biochemical investigations (melting point,
apparent molecular mass, etc.), a first model for the full-length protein could be established.

The results in this work provide insights into the structures and binding properties of OsJAC1
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Abstract

and its possible function in the pathogen resistance mechanism. Understanding such
resistance mechanisms against biotic stress factors and transferring them into modern

breeding programmes could support the development of a more environmentally benign

agriculture sector.



A. Studien zur heterologen Produktion der
Dirigent-Proteine AtDIR6 aus
Arabidopsis thaliana und FiDIR1 aus

Forsythia x intermedia



Studien zur heterologen Produktion der Dirigent-Proteine AtDIR6 aus Arabidopsis thaliana und
FiDIR1 aus Forsythia x intermedia

A.1 Einfiihrung in die Thematik

Phenolische Verbindungen wie Lignin, Lignan, Neolignan und Flavonoide (flr
Strukturbeispiele siehe Verbindungen 1-8 in Abb. 1) sind wichtige und im Pflanzenreich weit
verbreitete Sekunddrmetaboliten.'3! Phenolische Verbindungen spielen unter anderem eine
wichtige Rolle in der Pflanzenabwehr oder in der Resistenz gegeniiber Umwelteinfliissen.[* %!
Zusatzlich weisen sie verschiedene klinisch wichtige biologische Aktivitaten auf, wie es in
unterschiedlichen Ubersichtsartikeln und den dort vorgestellten Quellen verdeutlicht wird.®
8 Pinoresinol (1) zum Beispiel ist ein biosynthetischer Ausgangspunkt fiir viele 8,8‘-verkniipfte
bioaktive Lignane und Naturwirkstoffe wie das Podophyllotoxin (2).[°! Seine Derivate Etopsid
(3) und Teniposid (4) werden in unterschiedlichen Krebstherapien eingesetzt.[10: 11
Entscheidend fiir die Herstellung solcher Wirkstoffe ist die regio- und enantioselektive Dimeri-
sierung von Coniferylalkohol (5) durch pflanzliche Dirigent- (DIR-) Proteine, um das chirale
Pinoresinol (1) mit einer C;-Symmetrie als Zwischenprodukt zu bilden. Bislang konnte gezeigt
werden, dass diese Proteinfamilie Zugang zu unterschiedlichen phenolischen Stoff-
wechselklassen ermoglicht (s. A.1.4, S. 18).

Trotz der Fahigkeit von DIR-Proteinen, pharmazeutisch relevante chirale Ausgangsstoffe
zu produzieren, sind bisher kaum Anwendungsbeispiele bekannt.[*2l Erschwert wird die Erfor-
schung von beispielsweise pinoresinolbildenden DIR-Proteinen durch ihre Glykosylierung, die
eventuell notwendig fiir ihre Loslichkeit und Aktivitat ist.[!3] Daher werden sie hauptséchlich
in Hefen oder Pflanzen produziert.['214 Diese Herstellungsmethoden sind jedoch aufwendig,
kostenintensiv und ermdoglichen meistens nicht die Produktion der DIR-Proteine in grof3en
Mengen. Um das Verstandnis von DIR-Proteinen zu erhéhen und ihre Ubertragung in biotech-
nologischen Anwendungen zu ermoglichen, werden kostengiinstigere Herstellungsmoglich-
keiten und hohere Proteinausbeuten bendétigt. Im folgenden Abschnitt wird zunachst die Viel-
faltigkeit von DIR-Proteinen beschrieben und anschlielend die unterschiedlichen durchge-

flihrten Anséatze zur Produktion von rekombinanten DIR-Proteinen erlautert (A.3, S. 23).



Einflhrung in die Thematik

Lignan Lignan Derivate

™~
Monolignol OH

OH OH

Z Z
o~

OH OH

(5) (6)

Flavonoid Neolignan

Abbildung 1: Ubersicht von verschiedene phenolische Verbindungen pflanzlichen Ursprungs. Monolignole wie
z.B. Coniferylalkohol (5) oder Cumarylalkohol (6), dienen als Grundbausteine fir die Synthese von Lignanen,
Neolignanen und Ligninen. Lignane wie Pinoresinol (1) oder Podophyllotoxin (2) wurden durch Dimerisierung (8-
8‘ Verknlpfung) von Monolignole gebildet. Etoposid (3) und Teniposid (4) sind synthetische Derivate von
Podophyllotoxin (2). Apigenin (7) gehort zu den Flavonoide. Dimerisierung von Monolignole mit einer
Abweichende Verkniipfung zu Lignane (z. Bsp. 8-5) fiihrt zu Conocarpan (7), das zu den Neolignanen gehort.
Lignine sind Biopolymere bestehend aus Monolignol-Einheiten mit hoher Komplexitdt; dargestellt ist ein
Ligninstrukturmotiv.
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A.1.1 Dirigent- (DIR-) Proteine

Die erste biochemische Charakterisierung eines DIR-Proteins aus Forsythia x intermedia
erfolgte 1997.1%1 Es wird als Hilfsenzym bezeichnet, welches in vitro eine enantioselektive
Radikalkopplung eines phenolischen Naturstoffs [Coniferylalkohol (5)] bewirkt, allerdings
selbst keine katalytische Aktivitat aufweist.[*>) Der Name leitet sich aus dem lateinischen Wort
dirigere (ausrichten oder fithren) ab.[*>! Mittlerweile wurden zahlreiche DIR-Proteine liber
genomweite Analysen in unterschiedlichen Arten wie Flachs (Linum usitatissimum)[*®l, Paprika
(Capsicum annuum)™™! oder kiirzlich in Bakterien!™® identifiziert. Durch die zunehmende
Anzahl an DIR-Proteinen wurde mittels phylogenetischer Analysen die Proteinklasse in

verschiedene Unterfamilien aufgeteilt.['?!

A.1.2 Unterfamilien von DIR-Proteinen

Urspriinglich wurden DIR-Proteine anhand von phylogenetischen Analysen in flinf ver-
schiedenen Unterfamilien (DIR-a bis DIR-e) gezihlt.?%! Diese Einteilung wird weiterhin bei-
behalten und fortlaufend durch weitere Unterfamilien (DIR-f bis DIR-i) ergdnzt.[?!] Mittlerweile
werden die zuvor getrennten Unterfamilien DIR-b und -d aufgrund von Clusteranalysen zu-
sammengefasst (DIR-b/d).[*°! Abbildung 2 zeigt den phylogenetischen Baum von pflanzlichen
DIR-Proteinen. Anfanglich waren die biochemischen Funktionen auerhalb der Unterfamilie
DIR-a nicht bekannt, dementsprechend werden alle anderen Mitglieder der DIR-Familie als

DIR-3hnlich bezeichnet.[20]
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DIR-g

Abbildung 2: Phylogenetischer Baum von DIR-Proteinen aus Meng et al. (2020; creative common Lizenz (CC BY
4.0)).22

A.1.2.1 DIR-a verantwortlich fiir enantioselektive phenolische Kopplungsreaktionen
Die Gene dieser Proteinunterfamilie sind weit verbreitet in unterschiedlichen Pflanzen-
klassen, insbesondere in vaskuldren Pflanzen wie zweikeimblattrigen, 3! einkeimblattrigen!?4!
und nacktsamigen!?%! Pflanzen. Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der literaturbekannten Vertreter
und die Anzahl der ermittelten DIR-a Gene in den unterschiedlichen Pflanzenarten auf sowie
die theoretische molekulare Masse (MW) der putativen DIR-a Proteine. Dabei handelt es sich
bei den aufgelisteten MW um nicht prozessierte Proteine, die zum Beispiel in Flachs eine

theoretisch spaltbare Signalsequenz am N-Terminus von 2 bis 3 kDa haben.[®!
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Tabelle 1: Identifizierte putative DIR-a Gene, sowie die molekulare Masse (MW) der resultierenden Proteine.
Sortiert nach vaskuldrer Pflanzenklassen: zweikeimblattrigen, einkeimblattrigen Pflanzen und Nacktsamer.

Pflanzenklasse Herkunft Anzahl MW [Da] Referenz
DIR-a Gene
Capsicum annuum 5 17,5-21,2 (17]
Citrullus lanatus 3 20,5-21,2 (23]
Cucumis melo 2 21,0-21,4 (23]
Cucumis sativus 3 21,5-27,4 (23]
Glycine max 4 19,2 — 27,2 [25]
Gossypium barbadense 8 15,7-21,1 [26]
Zweikeimbléttrige  Gossypium hirsutum 7 19,6 - 21,1 (26]
Isatis indigotica 4 20,8 -21,6 (27]
Linum usitatissimum 6 20,8 -22,9 (16]
Medicago truncatula 2 20,6 — 21,5 (28]
Populus trichocarpa 8 20,3-24,5 [29]
Pyrus bretschneideri 2 20,5-20.9 (30]
Vigna radiata 2 20,4-21,3 (31]
Einkeimblattrige Oryza sativa 7 16,8-22,4 [24]
Nacktsamer Picea spp. 12 21,5-125,3 19, 20]

Bisher charakterisierte Mitglieder der DIR-a Unterfamilie weisen hauptsachlich die

enantioselektiven phenolischen Kopplungsreaktionen zur Bildung des Naturstoffs Pinoresinol

(siehe Tabelle 2) auf, der zur Stoffgruppe der Lignane gehort.

In A. thaliana wurden Lignane und Neolignane in den Blittern32 331 und Wurzeln,33 34

sowie Neolignane in den Samen identifiziert.?3! Burlat et al. berichteten (iber einen

Zusammenhang zwischen Lignan bildenden Pflanzenzellen und dem Vorkommen von DIR-

Proteinen.%! Dieser Zusammenhang wurde durch weitere Studien, die DIR-a Proteine in

Samen (A. thaliana®® und L. usitatissimum B71), Wurzel (A thaliana™ und Thuja plicata®®)

und Blatter (A. thaliana) identifiziert haben, bestatigt.
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Tabelle 2: Ubersicht der charakterisierten DIR-a Proteine und ihre Produkte. Sortiert nach vaskuldrer
Pflanzenklassen: zweikeimblattrige, einkeimblattrige Pflanzen und Nacktsamer.

Pflanzenklasse Herkunft Protein Produkte Literatur
Arabidopsis thaliana AtDIR5/6  (-)-Pinoresinol  [13,14,3%
41]
Arabidopsis thaliana AtDIR12 Neolignan [36]
Forsythia intermedia FiDIR1 (+)-Pinoresinol ~ [15.42]
Glycine max GmPdh1l unbekannt [43]
Zweikeimblattrige Glycine max GmDIR27 unbekannt [25]
Linum usitatissimum LuDIR5/6  (-)-Pinoresinol  [16:37]
Linum usitatissimum LuDIR1 (+)-Pinoresinol ~ [16:37]
Podophyllum hexandrum PhDIR (+)-Pinoresinol (12]
Pisum sativum PsDRR206  (+)-Pinoresinol  [44-46]
Schizandra chinensis ScDIR1 (+)-Pinoresinol (14]
Einkeimblattrige Triticum aestivum TaDIR13 (+)-Pinoresinol (471
Nacktsamer Thuja plicata TpDIR5/8  (+)-Pinoresinol (38]

Die bisher charakterisierten DIR-a Proteine (siehe Tabelle 2) verdeutlichen, dass diese
Proteinunterfamilie fir die Produktion eines Pinoresinol-Enantiomers in unterschiedlichen
Pflanzenklassen zustdndig ist. Die Dimerisierung von Coniferylalkohol (5) zu Pinoresinol (1)
wird in Abschnitt A.1.4.1 beschrieben (S. 18). Damit die selektive Dimerisierung zunachst statt-
finden kann, muss zunichst das Substrat oxidativ aktiviert werden.[?l Um die anfingliche
Oxidation von Coniferylalkohol (5) zu katalysieren, werden anorganische Reagenzien oder
Enzyme benotigt.[2% 3742 48] Hierbei weisen pinoresinolbildende DIR-Proteine eine enge Sub-
stratspezifizitit auf.[' In einer aktuellen Publikation (2021) konnte zum ersten Mal die Hete-
rokupplung eines Coniferylalkohol-Monomers mit nicht natirlichen Coniferylalkohol-Analoga
durchgefiihrt werden.[*?!

AtDIR12 ist der erste nachgewiesene Vertreter von neolignanbildenden DIR-Proteinen
und zeigt die Fahigkeit, groBere Substrate im Vergleich zu den pinoresinolbildenden DIR-
Proteinen umzusetzen.3® Dariiber hinaus sind keine weiteren Produkte von DIR-a Proteinen
bekannt, jedoch wurden unterschiedliche physiologische Funktionen von DIR-a Genen
beschrieben. Zum Beispiel wurde gezeigt, dass die Uberexpression von bestimmten DIR-a

Genen in der Sojabohne (Glycine max) zu einer Zunahme der Dehiszenz (Zertrimmerung der

7
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Pflanzenschote) fiihrt.[?> 431 Transkriptanalysen von der Rinde der Sitka-Fichte (Picea
sitchensis) wahrend des Befalls von Risselkdfern (Pissodes strobi) zeigten eine schnelle und
hohe Aktivitidt von DIR-a Genen in der Stammrinde und Xylem.!'? 20 Dijese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass DIR-a Gene eine Abwehrfunktion gegen Schadlinge besitzen. Zusatzlich wurde
gezeigt, dass DIR-a Proteine eine Pathogenresistenz gegeniiber Bakterien*”l und Pilzen(*6: 47]
in der Pflanze vermitteln kdnnen. Darunter waren pinoresinolproduzierende DIR-a Proteine
wie PsDRR206 in Erbsen (P. sativum)“>! und TaDIR13 in Weizen (T. aestivum).[*”] TaDIR13 ist
bisher der einzige Vertreter von DIR-a Proteinen, welcher heterolog in Escherichia coli (E. coli)
produziert und isoliert wurde.!*’!

AtDIR6 weist an Asparagin-Resten N-Glykosylierungen auf*yl und fiir die DIR-a Proteine
aus Tabelle 1 (S. 6) wurde in den meisten Fallen eine N-Glykosylierung prognostiziert (siehe
Quellenangaben in Tabelle 1). Aus diesem Grund wurden DIR-a Proteine hauptsachlich ent-
weder in Pflanzen,'> 14 Insektenzellen (Spodoptera Sf9**1 und Drosophila S2!38) oder in Hefen
(Pichia pastoris)*3 produziert. Eine heterologe Produktion von léslichen DIR-a Proteinen in
Prokaryoten war bisher im Fall von AtDIR6 nicht erfolgreich.'3l Anhand von AtDIR6 wurde ge-
zeigt, dass die Glykosylierung notwendig fir die Struktur, Loslichkeit und Funktion des Proteins
ist.13] Dementsprechend fiihrte die Entfernung der Zuckerreste zu einem Verlust der Aktivitat

und Proteinaggregation.[3!
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A.1.2.2

DIR-b/d beteiligt in Stress- und Abwehrreaktionen

Durch die gestiegene Anzahl von identifizierten putativen DIR-Genen konnte festgestellt

werden, dass die Proteinunterfamilien DIR-b und -d ein gemeinsames Cluster bilden und dem-

entsprechend mittlerweile zusammengefasst werden.'® 271 DIR-b/d Proteine wurden insbe-

sondere in ein- und zweikeimblattrigen Pflanzen gefunden sowie vereinzelt in Gymnospermen

(Nacktsamer).[2% 221 |n zweikeimblattrigen Pflanzen kommen DIR-b/d Proteine hauptsichlich

gemeinsam mit DIR-a und DIR-e vor (s. Tabelle 1 und 5). In dieser Pflanzenklasse bildet DIR-

b/d die gréRte DIR-Unterfamilie. Am Beispiel von Reis!?*! (Oryza sativa; einkeimblattrig) und

Fichte!® (Picea sitchensis; Nacktsamer) bilden DIR-b/d mit den ebenfalls auftretenden

Unterfamilien DIR-c und DIR-f, eine etwa gleich groRe Anzahl an putativen DIR-Proteinen.

Tabelle 3 listet die Anzahl der ermittelten DIR-b/d Gene in den unterschiedlichen Pflan-

zenarten auf sowie die resultierenden MW der putativen DIR-b/d Proteine. Dabei handelt es

sich bei den aufgelisteten MW, wie bereits zuvor in Tabelle 1, um nicht prozessierte Proteine.

Tabelle 3: Identifizierte putative DIR-b/d Gene, sowie die molekulare Masse (MW) der resultierenden Proteine.
Sortiert nach zweikeimblattrigen, einkeimblattrigen Pflanzen und Nacktsamer.

Pflanzenklasse Herkunft AE;;Z'S’:_ MW [Da] Literatur
Capsicum annuum 12 11,6 -21,3 (17]
Citrullus lanatus 9 17,3-22,5 (23]
Cucumis melo 10 17,0-22,4 (23]
Cucumis sativus 9 18,3 -41,4 (23]
Glycine max 25 15,9 — 26,7 [25]
Gossypium arbadense 81 10,6 — 22,7 [26]
Zweikeimbléttrige  Gossypium hirsutum 82 11,9-22,7 [26]
Isatis indigotica 8 20,2-21,1 (271
Linum usitatissimum 25 8,0-29,9 (16]
Medicago truncatula 26 11,2 -24,0 (28]
Populus trichocarpa 21 8,4-22,6 [29]
Pyrus bretschneideri 18 9,4-22,4 (301
Vigna radiata 20 20,2 — 24,0 (31]
Einkeimblattrige Oryza sativa 10 17,4-20,0 241
Nacktsamer Picea sitchensis 12 19,3-20,8  [19.20]
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In einigen Fallen sind die theoretischen MW zu niedrig, um alle Elemente der Sekun-
darstruktur von putativen DIR-Proteinen (acht B-Strange; s. Abschnitt A.1.3, S. 16) abzubilden.
Eventuell handelt es sich hierbei um Genfragmente oder Fehler in der Sequenzierung.!*®! Den-
noch wurden alle Daten wie publiziert aufgefiihrt. Zusatzlich sollte beachtet werden, dass die
phylogenetische Auswertung abhdngig von den gewdhlten Parametern ist. Beispielsweise
wurden die beiden DIR-Proteine GhDIR1&2 zunichst in die DIR-e Unterfamilie eingeordnet!>0!
und in anderen Studien als Vertreter der Unterfamilie von DIR-b/d bestétigt.[?% 30 Unabhingig
davon konnte gezeigt werden, dass DIR-b/d weniger konservierte Sequenzen enthalten als
DIR-a und somit eine hdhere genetische Varianz aufweisen.['® 471 Ljy et al. (2021) verglichen
phylogenetisch DIR-b/d Gene aus acht zweikeimblattrigen Pflanzenarten und zeigten eine
mogliche Unterteilung von DIR-b/d in drei weitere Unterstimme.[?®! Der erste Unterstamm
(DIR-b/d-I) konnte in allen acht untersuchten Pflanzenarten gefunden werden, wahrend DIR-
b/d-1l abwesend in Sojabohne (G. max) und Weinrebe (Vitis vinifera) war und DIR-b/d-Ill nur
in Baumwolle (G. hirsutum) vorhanden war.?®! Diese hohe genetische Varianz spiegelt sich in
den unterschiedlichen Funktionen und Produkten wieder. Tabelle 4 listet die nachgewiesenen

DIR-b/d Proteine aus den unterschiedlichen Pflanzenarten auf.
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Tabelle 4: Ubersicht der charakterisierten DIR-b/d Proteine und ihrer Produkte. Sortiert nach vaskuliren
Pflanzenklassen: zweikeimblattrige und einkeimblattrige Pflanzen.

Pflanzenklasse Herkunft Protein Produkte Literatur

Boea hygrometrica BhDIR1 unbekannt (511
Cucumis sativus CsDIR16 unbekannt (52]

Glycine max GmDIR22 (+)-Pinoresinol  [2553]

Glycyrrhiza echinata GePTS1 Medicarpin 22, 54]
Gossypium arboreum  GaDIR1  (+)-Gossypol (5]

Gossypium barbadense  GbDIR1 unbekannt 55, 56]

Zweikeimblattrige GbDIR2 (+)-Gossypol [55.57]
GbDIR78  unbekannt [26]
Gossypium hirsutum  GhDIR1/2  unbekannt (501
GhDIR3  (+)-Gossypol (57]
GhDIR4  (+)-Gossypol (5]
Pisum sativum PsPTS1 Medicarpin 22]
Saccharum ScDIR unbekannt (58]

Einkeimblattrige hybrid cultivar

Triticum aestivum TaDIR4 unbekannt (471

Das erste DIR-b/d Mitglied wurde in Baumwolle (G. hirsutum var. marie-galante) charak-
terisiert, wo es die enantioselektive Kupplungsreaktion von Hemigossypol zu (+)-Gossypol (10)
vermittelt (Reaktionsbeschreibung in Abschnitt A.1.4.2, S. 20).5°! Vergleichbar zu den zuvor
beschriebenen DIR-a Proteinen (FiDIR1!%! und AtDIR6[39) fehlte den gossypolbildenden DIR-
Proteinen eine eigene oxidierende Aktivitat. Sie sind somit ebenfalls auf ein oxidierendes Sys-
tem angewiesen.[>>>7.5% Gossypol ist ein Abwehrstoff in Baumwollpflanzen zum Schutz gegen
Schidlinge und Krankheitserreger.[®% 611 Dementsprechend werden gossypolbildende DIR-b/d
Gene nach einem Pilzbefall von Verticillium dahliae stark induziert.[®® GmDIR22 aus der Soja-
bohne ist zurzeit das einzige nachgewiesene DIR-b/d Protein, welches vergleichbar zu DIR-a
Proteinen Pinoresinol bildet.[>3! Die Uberexpression von GmDIR22 in transgenen Sojapflanzen
fiihrte zu einer erhohten Lignan Bildung und einer verbesserten Resistenz gegen
Phytophthora sojae (Pilzpathogen).®3! GhDIR1 und GhDIR2 weisen ebenfalls eine erhdhte
Akkumulation von Lignin in Baumwolle auf, wodurch die Ausbreitung von V. dahliae verzogert

wird.®% Allerdings ist nicht bekannt, welche Produkte die beiden Proteine bilden.
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Zusatzlich wurde ein Zusammenhang zwischen der DIR-b/d Expression und
unterschiedlichen abiotischen Stressfaktoren wie Trockenheit, Salzgehalt und oxidativem
Stress aufgezeigt.® > Im Fall von ScDIR wurde das Protein heterolog in E. coli Rosetta (DE3)
produziert und vermittelte im Wirtsorganismus ebenfalls eine erhohte abiotische
Stresstoleranz.°8 Eine weitere Stressreaktion konnte in Gurken gezeigt werden, wo die
Uberexpression von CsDIR16 zu einem schnelleren Abbau eines Fungizids im Vergleich zur
Kontrollgruppe fiihrte.[>?

Allgemein wurden bisher mehr DIR-b/d Proteine heterolog produziert (GePTS1,[2% >4
GmDIR22,531 psPTS1,1221 ScDIRP8! und TaDIR4[47]) als DIR-a Proteine (TaDIR13[7]). Die erfolg-
reiche heterologe Expression von DIR-b/d verdeutlicht den Unterschied zu DIR-a Proteinen
hinsichtlich der posttranslationalen Modifikation. Im Vergleich zu AtDIR6 weisen Gossypol-
bildende DIR-Proteine zwar konservierte Glykosylierung auf, doch ist diese nicht essenziell fiir
die Aktivitit der DIR-Proteine.[*3 5]

Wie in Tabelle 4 aufgelistet, kénnen DIR-b/d Proteine unterschiedliche natirliche
Produkte bilden und die sogenannten Pterocarpansynthasen (GePTS1 und PsPTS1) sind die
ersten DIR-Proteine mit nachgewiesener enzymatische Aktivitdt (ndheres in Abschnitt A.1.4.3,

S.21).122,54

A.1.2.3 DIR-c kommen nur in einkeimblattrigen Pflanzen vor
Die DIR-c Unterfamilie wurde ausschlieBlich in einkeimblattrigen Pflanzen identifiziert.['?!
Die Proteine bestehen aus zwei Doméanen, eine DIR- am N-Terminus und eine Lektin- (JRL-)
Domine am C-Terminus.[*®! Entsprechend wird diese Untergruppe phylogenetisch entweder
den DIR-Proteinen oder den Lektinen zugeordnet.[?% 621 Ausfiihrlich wird diese Proteingruppe

in Abschnitt B.1.1.2 (S. 52) beschrieben.

12



EinfUhrung in die Thematik

A.l1l.2.4 DIR-e treten vermehrt in der Wurzel auf
DIR-e Proteine kommen in ein- und zweikeimblattrigen Pflanzen immer gemeinsam mit
DIR-a und DIR-b/d vor, dies ist allerdings nicht der Fall in Nacktsamern.[>: 28] Tabelle 5 listet
die Anzahl der ermittelten DIR-e Gene in den unterschiedlichen Pflanzenarten auf sowie die
resultierenden MW der putativen DIR-e Proteine. Dabei handelt es sich bei den aufgelisteten

MW, wie bereits zuvor in den Tabellen fir DIR-a und -b/d, um nicht prozessierte Proteine.

Tabelle 5: Identifizierte putative DIR-e Gene, sowie die molekulare Masse (MW) der resultierenden Proteine. Sortiert nach
zweikeimblattrigen und einkeimblattrigen Pflanzen.

Pflanzenklasse Herkunft DI:—neZZr:ne MW [Da] Literatur
Capsicum annuum 7 17,8-33,0 (17
Citrullus lanatus 4 25,6 —41,5 23]
Cucumis melo 5 25,3-41,2 (23]
Cucumis sativus 2 21,0-27,8 23]
Glycine max 15 20,0-41,3 25]
Gossypium barbadense 13 25,1-39,6 [26]
Zweikeimbléttrig  Gossypium hirsutum 14 25,1-37,9 [26]
Isatis indigotica 7 23,0-40,0 (27]
Linum usitatissimum 5 12,8-29,7 [16]
Medicago truncatula 13 19,3-140,1 28]
Vigna radiata 11 13,8-41,1 (31]
Populus trichocarpa 11 21,0-41,2 29]
Pyrus bretschneideri 12 23,8-40,4 (30]
Einkeimblattrige Oryza sativa 3 18,4 - 33,2 (24]

Wie aus der Tabelle 5 ersichtlich, haben Mitglieder der Unterfamilie DIR-e langere
Aminosaurensequenzen als der Unterfamilien DIR-a und -b/d (Vergleich Tabelle 1 und 3). Je-
doch weisen DIR-c aus einkeimblattrigen Pflanzen durch ihren Zwei-Domanenaufbau eine
vergleichbare GroRe auf (s. Tabelle 9, S.52). Einige DIR-e Proteine aus der Mungbohne
(V. radiata) machten weniger als die Halfte des Volllangenproteins aus, was ebenfalls fiir ein
Multidomanenaufbau spricht.[3! Tabelle 6 listet die nachgewissen DIR-e Proteine aus den un-

terschiedlichen Pflanzenarten auf.
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Tabelle 6: Ubersicht der charakterisierten DIR-e Proteine und ihre physiologische Funktion nach ihrer Herkunft.

Herkunft Protein Funktion Literatur

Arabidopsis thaliana AtDIR10 / ESB1 Casparische Streifen Bildung (14, 63, 64]
Capsicum annuum CaDIR7/23 Putativer Pathogen- und Stresstoleranz (17]
Linum usitatissimum LuDIR30 unbekannt [16]

Bisher sind keine physiologischen Substrate von DIR-e Proteinen bekannt und nur sehr
wenige charakterisiert. Zum Beispiel zeigte heterolog produziertes AtDIR10 in Insektenzellen
(Drosophila Schneider2) keine Umsetzung von Coniferylalkohol.l'¥ Jedoch wurde nachge-
wiesen, dass AtDIR10 an der Bildung von Casparischen Streifen des Wurzelgewebes beteiligt
ist.[63 Mitglieder dieser Unterklasse sind entsprechend vermehrt in der Wurzel aktiv wie
AtDIR10[* 831 [yDIR30®! und DIR-e Gene in I. indigotica?”! und P. trichocarpa?®!. Dariiber
hinaus konnen DIR-e Gene ebenfalls in anderen Pflanzenorganen vorkommen wie in den
Blattern, Sprossen und der Bliite.['”] In der Paprikapflanze (C. annuum) wurde gezeigt, dass
Pflanzen mit inaktivem CaDIR7-Gen anfilliger gegeniiber abiotischen Stressfaktoren und

Pathogenen (Phytophthora capsici) waren.[7]
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A.1.2.5 DIR-f/g/h/i — bisher wenig untersucht
Die Mitglieder der DIR-Unterfamilien von f bis i sind am wenigsten untersucht. Fir sie
wurde bisher noch keine physiologische Funktion beschrieben. DIR-f Proteine wurden bisher
in Gymnospermen’® 201 und mittlerweile vermehrt in Dicotyledoneae (siehe Tabelle 7)

identifiziert.

Tabelle 7: Identifizierte putative DIR-f/g Gene, sowie die molekulare Masse (MW) der resultierenden Proteine.
Sortiert nach zweikeimblattrigen, einkeimblattrigen Pflanzen und Nacktsamer.

Pflanzenklasse Herkunft Unterfamilie Anzahl MW [Da] Literatur
Citrullus lanatus DIR-f 3 18,4 —20,0 (23]
Cucumis melo DIR-f 3 18,2 - 19,9 (23]
Cucumis sativus DIR-f 2 21,3-15,5 (23]
Glycine max DIR-f 10 17,4-22,7 (23]
Gossypium barbadense DIR-f 5 19,6 — 20,2 (26]
Zweikeimbldttrig
Gossypium hirsutum DIR-f 4 19,6 — 20,2 [26]
Linum usitatissimum DIR-g 3 11,7 -19,8 (16]
Linum usitatissimum DIR-f 2 19,7 (16]
Vigna radiata DIR-f 4 18,6 — 20,1 (31]
Pyrus bretschneideri DIR-g 3 14,6 — 20,5 (30]
Einkeimblattrige Oryza sativa DIR-g* 16 17,5-38,7 [24]
Nacktsamer Picea sitchensis DIR-f 11 17,4-19,1  [19.20]

*Zusammengesetzt aus DIR-g1 und -g2

Abhangig von der Anzahl und Herkunft der gewahlten DIR-Gene fiir die phylogenetischen
Analysen kdnnen Unterschiede in der Zuordnung der Unterfamilien auftreten. Beispielsweise
wurde die DIR-g Unterfamilie dhnlich zur DIR-c als spezifisch fiir einkeimblattrige Pflanzen
bezeichnet,!'® 261 jedoch, wie in Tabelle 7 zu sehen, gibt es Beispiele fiir Dicotyledoneae DIR-
Proteine in dieser Unterfamilie. Eventuell wird die Zuordnung durch die hohe Sequenzdi-
vergenz in dieser Unterfamilie erschwert.[2® 11 Aus diesem Grund wurden DIR-Proteine, die
nicht den bekannten Unterfamilien (DIR-a bis -f) zugeordnet werden konnten, als artspezi-
fische Gruppe in DIR-g klassifiziert.[16: 23]

Nobile et al. (2017) zeigten, dass sich DIR-g eindeutig in zwei Unterfamilien aufteilen

lassen (DIR-g und -h)?1, jedoch in der Studie fiir O. sativa wurden die Untergruppen als DIR-
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g1 und -g2 bezeichnet.[?* Zusiatzlich wurde die Untergruppe DIR-i eingefiihrt, die aus Proteinen

bestehen, die DIR-Doméanen enthalten.[2!

A.1.3 Proteinstruktur

Pickel et al. zeigten zuerst, dass AtDIR6 und FiDIR1 hauptsachlich aus B-Faltblatt-Struktu-
ren bestehen und postulierte mittels Homologie-Modellierung ein erstes Modell fir
AtDIR6.11 Demnach haben DIR-Proteine eine achtstringigen antiparallele B-barrel-
Architektur mit einer hydrophilen Proteinoberfliche.!*% Die vorgeschlagene Topologie konnte
in allen zwischenzeitlich publizierten Strukturen (PsDRR206!4, AtDIR6[*Y, GePTS1122! und
PsPTS1[22]) pestitigt werden (s. Abb. 3). PsDRR206 und AtDIR6 sind dabei Vertreter der DIR-a
Unterfamilie (A.1.2.1, S. 5) und Ge/PsPTS1 Mitglieder der DIR-b/d Unterfamilie (A.1.2.2, S. 9).

Die Strukturen von anderen DIR-Unterfamilien sind nach wie vor nicht bekannt.

Abbildung 3: Dreidimensionale Strukturen von bisher bekannten DIR-Proteinen. A) Kette B von PsDRR206 (PDB-
Eintrag: 4REV). B) Kette B von AtDIR6 (PDB-Eintrag: 5LAL). C) Kette C von GePTS1 (PDB-Eintrag: 600C). D) Kette A
von PsPTS1 (PDB-Eintrag: 600D). Der Eingang des putativen aktiven Zentrums/Bindebereichs wurde mit einem
* markiert und befindet sich im Protein auf der gegeniberliegenden Seite des N- und C-Terminus.

In PsDRR206 (PDB Eintrag: 4REV) konnten die Schleifen um den putativen Bindebereich
(markiert mit einem * in Abb. 3) nicht aufgel6st werden, wahrend alle anderen charakteri-
sierten DIR-Strukturen vollstindig sind.[?% 4144l Neben einem dhnlichen Aufbau, bilden die DIR-

16



Einflhrung in die Thematik

Proteine aus Abbildung 3 jeweils einen Trimer in der kristallographischen asymmetrischen
Einheit aus.?> 1 Die beiden medicarpinbildenden DIR-Proteine (Ge/PsPTS1) haben jeweils
sechs eigenstandige DIR-Monomere in der kristallographischen asymmetrischen Einheit, die
als Dimer von Trimeren angeordnet sind.’?? Die Bildung des Trimers wurde mittels SEC-
Analyse bestéatigt.[2?]

Die Bindestelle des putativen aktiven Zentrums von GePTS1 und PsPTS1 wird als schmal,
18 A tief und parallel zur Symmetrieachse des Trimers beschrieben.!?2 Wohingegen die Bin-
destellen von AtDIR6 breiter, flacher und starker nach aullen gerichtet sind und zwei vonei-

nander getrennte Hohlrdume bilden.[*
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A.1.4 Phenolische Naturstoffe — Sekundiarmetaboliten

Phenolische Verbindungen wie Lignine, Lignane, Neolignane und Flavonoide sind
wichtige pflanzliche Sekundirmetaboliten.[* 2 Diese Metaboliten stammen aus dem Phenyl-
propanoid-Stoffwechsel und sind im Pflanzenreich weit verbreitet.® 1 Phenolverbindungen
nehmen unterschiedliche Funktionen in der Pflanze ein, wie unter anderem in der
Verteidigung oder der Stresstoleranz gegeniiber Umwelteinfliissen.* >l Im Folgenden werden

die phenolischen Sekundarmetaboliten vorgestellt, an denen DIR-Proteine beteiligt sind.

A.14.1 Lignan und Neolignan

Lignane sind Dimere aus zwei Phenylpropanoid-Einheiten (8-8° Verkniipfung) mit unter-
schiedlichen Oxidationsgraden und Substitutionsmustern an den aromatischen Resten (fir
Strukturbeispiele s. Abb. 1, S. 3).[¢] Alle anderen Formen von Verkniipfungen (z. Bsp. 8-5)
werden als Neolignan bezeichnet.”l Bisher konnten unterschiedliche pflanzenabwehr-
bezogene physiologische Funktionen fir die Stoffklasse nachgewiesen werden, so
beispielsweise antimykotische und antibakterielle Eigenschaften sowie AntifraR.[%8 6

Die ersten charakterisierten DIR-Proteine (aus der Untergruppe DIR-a; S.5) bildeten
selektiv (+)- oder (-)-Pinoresinol (1a/1b) ausgehend von Coniferylalkohol (5).[*> 381 Damit die
selektive Dimerisierung stattfinden kann, muss zunachst das Substrat durch ein anderes
System oxidativ aktiviert werden.??! Hierfiir kénnen anorganische Reagenzien (z. Bsp.
Ammoniumperoxodisulfat) oder Enzyme (z. Bsp. Laccase) verwendet werden.[2% 37 42, 48] |
Abwesenheit der DIR-Proteine findet die Phenoxyradikal-Kupplung nicht regiospezifisch und
nicht enantioselektiv statt und es entstehen entsprechend unterschiedliche Neben-
produkte.l”® Es wird davon ausgegangen, dass die DIR-Proteine in der Lage sind, die Radikale
zu stabilisieren und anschlieBend die Kupplung selektiv zu lenken.[*" 71 Je nach DIR-Protein
einer bestimmten Pflanzenart (s. Tabelle 2, S. 7) kdnnen die unterschiedlichen Pinoresinol-

Enantiomere erzeugt werden (s. Abb. 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von der Bildung der beiden Pinoresinol-Enantiomere (1a/b) ausgehend
von Coniferylalkohol (5). Zundchst werden durch Oxidation freie Coniferylalkohol-Radikale gebildet. Die Radikale
binden an das putative Zentrum der DIR-Proteine und werden stabilisiert. AnschlieRend findet eine radikalische

Kopplung statt. Nach intramolekularer Zyklisierung wird in Abhdngigkeit vom DIR-Protein selektiv (+)- oder (-)-
Pinoresinol gebildet.[2% 44
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A.14.2 Terpenoide

Terpenoide sind als Phytoalexine (antimikrobiell wirkende Substanzen) bei der direkten
Verteidigung oder als Signalstoffe bei indirekten Verteidigungsreaktionen in der Pflanze
beteiligt.’?! Gossypol gehort zu den Terpenoiden und entsteht durch eine C-C-Kopplung von
zwei Hemigossypol-Radikalen (s. Abb. 5).731 In dem resultierenden tetra-ortho-substituierten
Biarylsystem ist die Rotation um die zentrale kovalente Einfachbindung sterisch
eingeschrinkt, so dass zwei Atropisomere von Gossypol existieren.!”% Beide Isomere kénnten
als Abwehrstoff in der Baumwollpflanze gegen Schadinsekten eingesetzt werden.[®% 751 Jedoch
weist nur (-)-Gossypol pharmakologisch relevante Aktivitaten auf und kénnte zur Behandlung
verschiedener Krebsarten verwendet werden.’® 771 Jedoch ist (-)-Gossypol ebenfalls fiir
Nutztiere toxisch und dadurch wird die Verwendung von Baumwollsamendl und
Baumwollsamenproteine fiir Lebens- und Futtermittel eingeschrinkt.[’® Vergleichbar zu den
pinoresinolbildenden DIR-Proteinen (FiDIR1™! und AtDIR6[3) fehlt den gossypolbildenden
DIR-Proteinen ebenfalls eine eigene oxidierende Aktivitdt und somit sind sie auf ein

oxidierendes System angewiesen.[>> 57,59

OH

Oxidation _ Rearomatisierung

0} 0 O
< OH =" OH OH ™=

HO ‘ ‘ HO OH
L ]
HO -2e’| g 0

Hemigossypol (9)

(+)-Gossypol (10)

Abbildung 5: Reaktionsschema von (+)-gossypolbildenden DIR-Proteinen. Durch enantioselektive Kopplung der
beiden Hemigossypol-Radikale entsteht das Bis-Chinonmethid-Derivat, dessen Rearomatisierung (+)-Gossypol
(10) ergibt.
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A.14.3 Flavonoide

Flavonoide sind eine grofRe Gruppe von Naturstoffen mit etwa 20.000 bekannten
Flavonoid-Verbindungen.l’”?! Sie kénnen nach ihrem biosynthetischen Ursprung klassifiziert
werden und in unterschiedlichen Unterklassen aufgespalten werden.”®! Pterocapane werden
aus Isoflavonoiden durch die vor kurzem charakterisierten DIR-Proteine (GePTS1 und PsPTS1)
gebildet und enthalten ein tetrazyklisches Ringsystem.?% > Im Gegensatz zu den anderen
bekannten DIR-Proteinen weisen medicarpinbildende DIR-Proteine eine eigene enzymatische
Aktivitat auf, die nicht von einem oxidierenden System abhingig ist.[??l Bisher wurde die
Reaktion von (3R,4R)-7,2‘-Dihydroxy-4‘-methoxyisoflavanol (DMI; 11a) und (3S,4R)-DMI (11b)
zu (-)- und (+)-Medicapin (12a/12b) beschrieben (s. Abb. 6).122

0
—
o~ <1 )
0 o

(—-)-Medicarpin(12a)

Intramolekulare Zyklisierung

0
My,
N -0
- N _
HO o~ ¢ /©\ _ 0
0

(35,4R)-DMI (11b) 0 - (+)-Medicarpin(12b)

Abbildung 6: Der vorgeschlagene biochemische Mechanismus von medicarpinbildenden DIR-Proteinen
beinhaltet die Bildung von Mono-Chinonmethid und eine intramolekulare Zyklisierung nach Dehydratation von
chiralen Isoflavonoidsubstraten (3R,4R)-DMI (11a) und (3S,4R)-DMI (11b).12%!
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A.2 Projektbeschreibung

Seit der ersten Beschreibung von Davin et al. (1997) eines pinoresinolbildenden DIR-
Proteins (FiDIR1) ist bisher eine Uberschaubare Anzahl weiterer DIR-a Proteine entdeckt
worden (s. Tabelle 2, S. 7). Dabei wird Pinoresinol eine wichtige Rolle beim Schutz vor dem
Ausbruch verschiedener Krebsarten zugeschrieben.[8%82] Zysatzlich ist es der biosynthetische
Ausgangspunkt fir viele 8-8'-verkniipfte bioaktive Lignane und Naturwirkstoffe, wie das
Podophyllotoxin (2).°! Seine Derivate Etopsid (3) und Teniposid (4) (s. Abb. 1, S. 3) werden in
unterschiedlichen Krebstherapien eingesetzt.[!% 111 Entscheidend fiir die Herstellung solcher
Wirkstoffe ist die selektive Dimerisierung von Coniferylalkohol (5) durch pflanzliche DIR-
Proteine, um das chirale Pinoresinol (1a/1b) mit einer C,-Symmetrie als Zwischenprodukt zu
bilden. Trotz der Fahigkeit von DIR-Proteinen, pharmazeutisch relevante chirale Naturstoffe
zu produzieren, haben DIR-Proteine bisher ein Nischendasein in der Forschung mit wenigen
bekannten dreidimensionalen Strukturen (s. Abb. 3, S. 16) und kaum Anwendungsbeispiele.'?!

Diese Diskrepanz hat eine wesentliche Ursache: Flr biochemische Charakterisierungen
und biotechnologische Anwendungen werden die Proteine in groBen Mengen bendtigt. Eine
heterologe Produktion von l6slichen DIR-a Proteinen in Prokaryoten war jedoch im Fall von
AtDIR6 nicht erfolgreich.'3 Anhand von AtDIR6 wurde gezeigt, dass die Glykosylierung not-
wendig fiir die Struktur, Léslichkeit und Funktion des Proteins ist.[*3] Dementsprechend fiihrte
die Entfernung der Zuckerreste zu einem Verlust der Aktivitat und zu Proteinaggregation.[*3]
Aus diesem Grund wurden DIR-a Proteine hauptsichlich entweder in Pflanzen(2 14 Insekten-
zellen (Spodoptera Sf9*°1 and Drosophila S21381) oder in Hefe (Pichia pastoris)*3! produziert.
Diese Herstellungsmethoden sind jedoch aufwendig, kostenintensiv und ermdglichen nicht
die Produktion von DIR-Proteinen in grofRen Mengen.

Die vorliegende Arbeit sollte Strategien zur |6slichen heterologen Produktion pflanzlicher
Dirigent-Proteine in E. coli erarbeiten. Hierfiir sollten unterschiedliche Expressionsmethoden
wie die Co-Expression von Chaperonen oder die Expression eines Fusionsproteins (DIR-Protein
mit Loslichkeits-Tag) verfolgt werden. Zusatzlich sollte ein Pinoresinol Assay etabliert werden,
um die Funktionalitdt der potenziell heterolog produzierten DIR-Proteine nachweisen zu

kénnen.
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A.3 Ergebnisse und Diskussion

Durch vorhergehende Arbeiten von J. Rosengarten in der Arbeitsgruppe Classen waren
bereits unterschiedliche Konstrukte fiir die heterologen Produktionsstudien der DIR-Proteine
AtDIR6 aus A. thaliana und FiDIR1 aus F. intermedia zur Verfligung gestellt worden. Ebenfalls
wurden erste Loslichkeitsstudien von J. Rosengarten durchgefiihrt. lhre erarbeiteten
Expressionsbedingungen (C.3.2.4, S. 164) wurden zunachst ibernommen und ihre Ergebnisse
reproduziert. Es konnte eine heterologe Genexpression fiir die beiden DIR-Proteine erreicht
werden, jedoch befanden sich die Proteine nach dem Zellaufschluss in der Zellpellet-Fraktion
(s. Abbildung 76, S.183) und lagen nicht I6slich vor. Eine heterologe Produktion von
unléslichen AtDIR6 wurde ebenfalls von Kazenwadel et al. (2013) beobachtet.!*3! Die Autoren
fiihrten die Unldslichkeit auf die fehlende Glykosylierung zuriick. 3!

Die Uberexpression vieler rekombinanter Proteine in E. coli kann zur Bildung von unlés-
lichen Proteinaggregaten flihren, die als inclusion bodies bezeichnet werden. Die Entstehungs-
griinde flr inclusion bodies, die im Wesentlichen aus fehlgefalteten Proteinen bestehen, sind
vielfaltig. Unter anderem kann die Expression unter hohen Temperaturen, einer hohen Kon-
zentration des Induktors und bei Expression unter starken Promotorsystemen zu einer hohen
Translationsrate des gewiinschten Proteins fiihren.[?3! Dies erschépft jedoch das bakterielle
Protein-Qualitatskontrollsystem und flhrt gegebenenfalls zu teilweise gefalteten oder fehlge-
falteten Proteinen, die anschlieBend aggregieren und somit inclusion bodies bilden.!®* Eben-
falls kann das Fehlen von eukaryotischen posttranslationalen Modifikationen, Fehlen von Cha-
peronen und falsch gebildeten Disulfidbriickenbindungen (nach dem Zellaufschluss) zur

Proteinaggregation fiihren.[85 80l

A.3.1 Loslichkeitsstudien von heterolog produzierten DIR-Proteinen

Da inclusion bodies in den meisten Fallen keine Aktivitdt aufweisen, werden groRRe An-
strengungen unternommen, um ihre Bildung zu verhindern oder zumindest teilweise zu redu-
zieren.[87-8%(Quellen inkl) |m folgenden Abschnitt werden die unterschiedlich durchgefiihrten

Strategien zur Erhéhung der Loslichkeit von AtDIR6 und FiDIR1 beschrieben.
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A3.1.1 Fusionsprotein aus einem Léslichkeits-Tag und einem DIR-Protein

Schlecht I6sliche Proteine kdnnen mit anderen Proteinen fusioniert werden, um eine Ver-
besserung der Expressionseffizienz oder Léslichkeit zu erhalten.®® Als Léslichkeits-Tag wurde
das 42 kDa groRe Maltose-Binde-Protein (MBP) verwendet. MBP ist als Fusions-Tag nicht nur
fir seine fordernde Loslichkeit geeignet, es kann ebenfalls passivam Faltungsprozess beteiligt
sein.® Abbildung 7A zeigt ein Beispiel fiir die heterologe Expression des FiDIR1-MBP-Fusions-
proteins (MW: 60 kDa) und die anschlieRende Proteinisolation mittels StrepTactin®-Affinitats-
chromatographie. Da der Loslichkeits-Tag eventuell einen negativen Einfluss auf die Aktivitat
und Struktur des Zielproteins haben kann, ist die Entfernung des Tags eventuell notwendig.®%
Die beiden hergestellten Fusionsproteine hatten jeweils eine Spaltstelle fiir die TEV-Protease

und ihre Spaltung wurde mittels SDS-PAGE gepriift (Abb. 7B).

A) B)
RE ZFE W1 W3W4 M F13 F14 FI15F16 F17 F18 F19 [kDa] M 1 2 3 4
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1

Abbildung 7: Coomassiegefiarbte SDS-PAGE (10 %). A) Uberexpression und Proteinisolation von MBP-FiDIR1-
Fusionsprotein (60 kDa) mittels StrepTactin®-Affinitdtschromatographie. B) TEV-Protease-Verdau der beiden
hergestellten Fusionsproteine (MBP-AtDIR6 bzw. -FiDIR1). M = Marker; RE = Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt;
WH# = Waschfraktion; F# = Elutionsfraktion; 1 und 3 = Verdau von etwa 100 pg FP; 2 und 4 = Verdau von etwa
500 ug FP. Die Hydrolyse des Fusionsproteins erfolgte nach den Angaben in C.3.3.7 (s. S. 170).

Die heterologe Produktion und anschlieende Proteinisolation der Fusionsproteine ergab
eine ausreichende Ausbeute an I6slichem Protein und eine hohe Reinheit (s. Abb. 7A und
Abb. 77, S. 183). Die Spaltung des MBP-Tags war erfolgreich, jedoch war die Effizienz sehr ge-
ring. Da der Strep®-Tag fir die Affinitatschromatographie sich am MBP befand, wurde
versucht, durch eine Umkehrchromatographie die aufgespalteten Proteine zu trennen.
Hierbei sollte sich der MBP-Tag nach der Hydrolyse an die Sdule binden und das

entsprechende DIR-Protein wiirde mit der Waschfraktion eluieren. Jedoch konnte in der
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Durchflussfraktion kein DIR-Protein ermittelt werden. Moglicherweise war die Wech-

selwirkung der DIR-Proteine mit der Saule oder dem immobilisierten MBP-Protein zu stark.

A.3.1.2 Einfluss von co-exprimierten Chaperonen

Eine allgemeine Strategie zur Verbesserung der nativen Faltung und Loslichkeit von
rekombinanten Proteinen besteht darin, die zellulare Konzentration von Chaperonen
wiahrend der Expression zu erhéhen.!®”] Hierfiir wurde ein Plasmid-System verwendet, das die
gleichzeitige Produktion von drei Chaperonen [DnaK (70 kDa), Dnal (40 kDa) und GrpE
(35 kDa)] ermoglicht, in Kombination mit einem weiteren Plasmid fir die heterologe Expres-
sion (C.3.2.1, S.163). Die drei Chaperone sind bei der Stabilisierung von ungefalteten
Proteinen (DnaK und DnalJ) und in der aktiven Faltung (GrpE) beteiligt.®3 Abbildung 8 zeigt die
Expression der drei Chaperonen und dem rekombinanten FiDIR1-Protein mit anschlieender
Proteinisolation mittels Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) (C.3.3.2, S. 167).

K RE ZFE DF W1 W‘% W5 W7 M F13 F14 F15 Fi6 VL

‘ ‘ T mﬂ [8|<ODa]
I 1 [ ] o0
-

Dnak

Dnal [ ]

GrpE 30
FiDIR1 - 20

Abbildung 8: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) der Expression von FiDIR1 und den drei Chaperonen (Dnak,
Dnal und GrpE) mit anschlieBender Proteinisolation mittels IMAC. K = Kontrolle (Expression ohne FiDIR1); RE =
Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt; DF = Durchfluss; W# = Waschfraktion mit 100 % Puffer A (20 mm Imidazol);
M = Marker; F# = Elutionsfraktion mit 100 % Puffer B (250 mm Imidazol); VL = Vereinigte Ldsung aller
Elutionsfraktionen. Bei den eingerahmten Proteinbanden in VL kdnnte es sich um die co-exprimierten
Chaperonen handeln, die unspezifisch an die Saule binden und dadurch isoliert wurden. Der Bildkontrast wurde
erhoht, um die Banden besser hervorzuheben.

Die simultane Expression der Chaperonen und des heterologen DIR-Proteins fiihrten zu
keiner Steigerung der Loslichkeit des heterologen Proteins unter der angewendeten Ex-
pressionsbedingung (C.3.2.1, S. 163). Wie in Abbildung 8 zu sehen ist, befindet sich das
heterolog produzierte DIR-Protein nach dem Zellaufschluss und anschlieRender Zentrifugation
nicht in der I6slichen Fraktion (ZFE) und somit hauptsachlich im unl6slichem Zelltrimmer-

Anteil.
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Ein vergleichbares (Negativ-) Ergebnis wurde nach der heterologen Uberexpression in
E. coli ArcticExpress (DE3) beobachtet. Der Expressionsstamm E. coli ArcticExpress (DE3) ent-
hélt kdlteangepasste Chaperonine [Cpn60 (MW: 60 kDa) und Cpn10 (MW: 10 kDa)], die jeweils
aktiv an der Proteinfaltung beteiligt sind.[®* Dadurch kann die heterologe Expression bei nied-
rigeren Temperaturen (< 15 °C) durchgefihrt werden, was zuséatzlich zu den Chaperoninen
einen positiven Effekt auf die Loslichkeit von heterolog produzierten Proteinen haben

konnte.[87]

A3.13 Proteinextraktion aus inclusion bodies
Es konnte gezeigt werden, dass inclusion bodies in einigen Fallen nicht vollstandig aus
falsch gefalteten Proteinen bestehen und aktive Enzyme enthalten kénnen.[®! Aus diesem
Grund wurde in dieser Experimentreihe die Moglichkeit, die heterologen DIR-Proteine aus den

inclusion bodies zu extrahieren, ergriindet (s. Abb. 9).

A B
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Abbildung 9: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) von heterolog produzierten FiDIR1-Proteinen in E. coli BL21
(DE3) und anschlieRender Extraktion aus inclusion bodies (C.3.3.8, S. 171). A) Es konnte kein |6sliches heterologes
Protein nach der Extraktion beobachtet werden und FiDIR1 befand sich im Zellpellet (schwarz umrandet). B) Co-
Expression von Chaperonen und FiDIR1. Nach der Proteinextraktion aus inclusion bodies konnte zum ersten Mal
eine schwache Bande in der I6slichen Fraktion in Hohe des heterolog produzierten Proteins beobachtet werden
(ZFE2; blau umrandet). K = Kontrolle (Expression ohne FiDIR1); RE = Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt;
S# = Uberstand nach Zellpellet-Waschschritt ; M = Marker; RE2 = Rohextrakt nach Proteinextraktion; ZFE2 =
zellfreier Extrakt nach Proteinextraktion.

Fir die Proteinextraktion wurde das Protokoll von Palmer et al. (2012) modifiziert ange-
wendet.®® Die Waschschritte erfolgten nach der Vorgehensweise von Palmer et al. (2012)
und fir die anschlieBende Extraktion wurde ein mildes Proteinextraktionsverfahren mit 1 m
L-Arginin verwendet (C.3.3.8, S. 171). Eventuell entstehen die DIR-inclusion bodies aufgrund

von losemittelexponierten hydrophoben Bereichen auf der Oberflache der rekombinanten
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DIR-Proteine. Durch die Zugabe von Arginin kdnnen Proteine mit einem hohen hydrophoben
Charakter (Membranproteine) in Ldsung stabilisiert werden.®”l Diese milde Extraktions-
methode wurde fiir die rekombinanten DIR-Proteine getestet.

Aus den inclusion bodies von heterolog produziertem FiDIR1-Protein konnte keine
|6sliche Fraktion nach der Proteinextraktion erhalten werden (s. Abb. 9A). Jedoch konnte eine
schwache Bande in der l6slichen Fraktion beobachtet werden, wenn die Extraktion aus
inclusion bodies erfolgte von FiDIR1, das gemeinsam mit Chaperonen produziert wurde
(s. Abb. 9B). Eventuell waren die Chaperonen fiir die richtige Faltung der rekombinanten
Proteine notwendig oder wurden benétigt, um das rekombinante DIR-Protein in der Losung
zu stabilisieren (Dnal war ebenfalls im |8slichen Uberstand zu sehen). Hierbei ist zu erwihnen,
dass die Auflésung des SDS-Gels in Abbildung 9B gering ist und ein weiteres Beispiel fiir eine

erfolgreiche Extraktion in Abbildung 11 (S. 30) zu sehen ist.
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A3.14 Einfluss des Zellkulturadditivs - Ethanol
Eine weitere Strategie, um die Loslichkeit von rekombinanten Proteinen zu erhdhen, ist
die Zugabe von Zusatzstoffen in das Kulturmedium.®® Hierfir wurde der Ansatz von
Chhetri et al. (2015) verwendet und Ethanol (2 % v/v) in das Kulturmedium hinzugegeben.
Abbildung 10 zeigt die SDS-PAGE Gele der durchgefiihrten Loslichkeitstests (C.3.3.5, S. 169).

A) 0% 2% 0% 2% B)
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Abbildung 10: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) der Loslichkeitstests von heterolog produzierten DIR-
Proteinen. AuRRer den Kontrollen (K) waren alle Banden OD-normierter (ODeoo von 2). A) Vergleich der Produktion
(Chaperonen und DIR-Proteine) in Anwesenheit von Ethanol (2 % v/v) und ohne (0 %). B) Heterologe Produktion
(mit 2 % Ethanol) von AtDIR6 in (1) E. coli BL21 (DE3), (2) E. coli BL21 (DE3) und Chaperonen-System (Dnak, DnaJ
und GrpE) und (3) in E. coli ArcticExpress (DE3). RE = Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt; M = Marker; K =
Kontrolle.

Abbildung 10A zeigt einen Vergleich der heterologen Produktion der beiden DIR-Proteine
mit und ohne Zugabe von Ethanol in das Kulturmedium. Zunachst fallt besonders die héhere
Menge an produzierten Chaperonen auf, wenn Ethanol hinzugefiigt wurde. Eine erhohte
Induktion von nativen Chaperonen in E. coli durch Ethanol wurde bereits beobachtet™ und
konnte eventuell ebenfalls die Induktion des verwendeten Chaperon-System positiv
beeinflussen. Zusatzlich ist eine etwas hohere Expression der rekombinanten DIR-Proteine
durch die Zugabe von Ethanol zu sehen. Dariliber hinaus konnte zum ersten Mal eine starker
ausgepragte Bande auf der Hohe der DIR-Proteine in der |6slichen Fraktion (ZFE) beobachtet

werden.
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Ob die gesteigerte Loslichkeit der rekombinanten DIR-Proteine mit der Zugabe von
Ethanol oder mit der héheren Chaperonkonzentration zusammenhangt, wurde im Experiment
zu Abbildung 10B ergriindet. Hierbei erfolgte die rekombinante Produktion von AtDIR6 zum
einen ohne die Co-Expression von Chaperonen in E. coli BL21 (DE3) (Abb. 10B (1)) und zum
anderem mit der Co-Expression von Chaperonen entweder in E. coli BL21 (DE3) mit dem
vektorbasierten Chaperonsystem [Dnak, Dnal und GrpE; Abb. 10B (2)] oder in E. coli
ArcticExpress (DE3) (Abb. 10B (3)). Nur in den beiden Fallen, in denen die Chaperon-
konzentration durch die Zugabe von Ethanol erh6ht wurde, konnte gleichzeitig ein positiver
Einfluss auf die Loslichkeit der rekombinanten DIR-Proteine beobachtet werden. Aus diesen
Ergebnissen kann gefolgert werden, dass die Zugabe von Ethanol die Chaperonkonzentration
im Zytosol erhoht und dies einen positiven Einfluss auf die Loslichkeit der rekombinanten DIR-

Proteine hat.
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A3.15 Zusammenfassung der Loslichkeitsstudien
Abbildung 11 zeigt zusammenfassend die unterschiedlichen durchgefiihrten Ansatze, um

|6sliche rekombinante DIR-Proteine herzustellen.

Dnak

Dnal
GrpE

AtDIR6

Abbildung 11: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) der Loslichkeitsstrategien fiir das rekombinante AtDIR6-
Protein. Eine Loslichkeitssteigerung konnte durch die Zugabe von Ethanol (2 %) in das Kulturmedium und der Co-
Expression von Chaperonen erreicht werden. Dadurch konnte zum ersten Mal rekombinantes DIR-Protein isoliert
werden (4). In Spur 5 konnte gezeigt werden, dass durch die heterologe Produktion eines Fusionsproteins (MBP-
DIR) und anschlieBender Spaltung des Tags, l6sliches DIR-Protein hergestellt wurde. Proteinextraktion aus
inclusion bodies konnte nur nach der Co-Expression von Chaperonen erreicht werden (RE2 und ZFE2). Die
Proteinisolation war ebenfalls erfolgreich aus dem Extrakt der inclusion bodies (6). K = Kontrolle; RE = Rohextrakt;
ZFE = zellfreier Extrakt; M = Marker; W# = Waschfraktion der Proteinisolation. F# = Elutionsfraktion der
Proteinisolation.

Fiir die beiden untersuchten rekombinanten DIR-Proteine (AtDIR6 und FiDIR1) wird
bioinformatisch eine geringe Loslichkeit vorhergesagt (40% und 30% durch
Deeploc — 1.0).12%1 Dje allgemein geringe Léslichkeit konnte im Lauf dieses Projekts bestatigt
werden. Jedoch konnte durch unterschiedliche MaRnahmen, wie in Abbildung 11 zu sehen ist,
die Loslichkeit gesteigert werden. Zum einem konnten durch optimierte
Expressionsbedingungen 16sliche rekombinante DIR-Proteine hergestellt werden oder zum
anderem durch die Co-Expression von Chaperonen, DIR-Proteine aus inclusion bodies
extrahiert werden. Eine weitere erfolgreiche Methode war die Spaltung eines Fusionsproteins,
bestehend aus einem Loslichkeits-Tag (MBP) und einem DIR-Protein. In Abschnitt A.3.2.2
(5.34) wird der Frage nachgegangen, ob die rekombinanten DIR-Proteine eine

enantiovermittelnde Aktivitat haben.
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A.3.1.6 Proteinisolation von heterolog produzierten DIR-Proteinen
Durch die optimierte Expressionsbedingung (C.3.2.1, S. 163) konnten zum ersten Mal
|6sliche rekombinante AtDIR6- und FiDIR1-Proteine hergestellt werden. Fiir die anschlieBende
Proteinisolation standen zwei unterschiedliche Affinitats-Tags (Strep® und Hisg) zur Verfligung
(C.3.3.2, S. 167). Abbildung 12 zeigt den Vergleich der beiden Methoden anhand der Protei-

nisolation von FiDIR1 aus E. coli ArcticExpress (DE3).
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Abbildung 12: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) von heterolog produziertem FiDIR1-Protein in E. coli
ArcticExpress (DE3) und anschlieRender Proteinisolation. A) Isolation mittels Strep-Tag®. B) Isolation mittels Hiss-
Tag. M = Marker; K = Kontrolle; RE = Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt; DF = Durchfluss; W# = Waschfraktion;
VL = Vereinigte Losung aller Elutionsfraktionen.

Die StrepTactin®-Affinitatschromatographie weist eine hohe Selektivitat zu rekombinan-
ten Proteinen mit einem Strep-Tag® auf. Dadurch kénnen die Proteine mit einem hohen Rein-
heitsgrad isoliert werden.[%? |n dem entsprechenden SDS-PAGE Gel fiir die Proteinisolation
von FiDIR1 (Abb. 12A) sind jedoch unterschiedliche Banden nach der Elution zu erkennen (VL
in Abb. 12A). Eine Doppelbande in der Hohe von FiDIR1 und eine weitere Bande bei etwa
70 kDa. Zusatzlich ist gut zu erkennen, dass sich eine ausgepragte Bande auf der Hohe von
FiDIR1 (etwa 20 kDa) sowohl in der Durchfluss- als auch in der Waschfraktion befindet. Dies
deutet darauf hin, dass ein GrofR3teil des rekombinanten Proteins nicht an das Sdulenmaterial
bindet. Dies wiirde die geringe Proteinausbeute von 190 ug-mL? nach der Isolation erkléren.
Die Proteinkonzentration bezieht sich auf die vereinigte Losung aller Elutionsfraktionen, die

auf ein Volumen von 3 mL konzentriert wurde.
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Daraufhin wurde die Proteinisolation liber die IMAC-Methode angestrebt (s. Abb. 12B).
Da jedoch von einer Verunreinigung mit Chaperonen ausgegangen werden kann, wurde als
Waschschritt die Vorgehensweise von Belval et al. (2015) angewendet (C.3.2.1, S. 163). Die
Autoren zeigten, dass durch die Verwendung von Harnstoff in einer subdenaturierenden
Konzentration (2 m) die Verunreinigungen von Chaperonen entfernt werden konnten.[03]
Zunachst fallt in Abbildung 12B auf, dass auf der Hohe des rekombinanten Proteins eine
ausgepragte Bande in der Durchflussfraktion zu erkennen ist. Ahnlich zu der Proteinisolation
mittels Strep-Tag (Abb. 12A) koénnte hier ebenfalls das Protein nicht vollstandig an das
Saulenmaterial binden. Aufgrund der hoheren Proteinkapazitat von IMAC-Systemen konnte
trotzdem eine hohere Proteinausbeute erreicht werden. Jedoch konnte die Verunreinigung
von Chaperonen (Cpn60) nicht vollstandig verhindert werden. Sie lag in einem groReren
Verhaltnis am Ende vor als das rekombinante DIR-Protein (s. Abb. 12B, Spur VL).

Nach dem Wechsel in den Pinoresinol Assay Puffer (50 mm KPi, pH 6,0) konnte eine so-
fortige Tribung der Proteinlosung beobachtet werden. Die Proteinkonzentration des klaren
Uberstands, nach einer Zentrifugation, lag bei 1,04 mg-mL™. Nach Lagerung der Lésung bei
4 °C Giber Nacht konnte eine wiederholte Triibung der Proteinldsung beobachtet werden und
die Konzentration (nach Zentrifugation) hatte sich auf 280 pg-mL* reduziert. Durch die héhere
erzielte Proteinausbeute in diesem Versuch wurde zum ersten Mal die geringe Proteinstabili-
tat von rekombinanten DIR-Proteinen festgestellt, was eine groRe Herausforderung fiir bio-
technologische Anwendungen darstellt. Einen direkten Nachweis, dass es sich um rekombi-
nantes FiDIR1 handelt, konnte durch MALDI-ToF (Matrix-unterstiitzte Laser-Desorp-

tion/lonisation-Time of Flight) Analysen ermittelt werden (s. Abb. 79, S. 187).
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A.3.2 Pinoresinol Assay

A3.2.1 Assay-Optimierung mittels Design of Experiment (DoE)

Die katalysierte radikalische Kopplungsreaktion des Monolignols Coniferylalkohol (5)
fiihrt hauptsachlich zur Bildung von drei racemischen Dimerisierungsprodukten (s. Abb. 13).11>
391 pflanzliche DIR-Proteine sind in der Lage, diese Reaktion enantio- und regioselektiv zu
beeinflussen. Beispielsweise lenkt FiDIR1 die Dimerisierung bevorzugt in Richtung zu (+)-

Pinoresinol (1a) und durch AtDIR6 entsteht bevorzugt (-)-Pinoresinol (1b).[15' 39]

||0© (5)
_ _ y (£)-Pinoresinol (1a/b)

OH OH HO
> Oxidation '
— "2 | Q
-2e
2 X
o~ o~
OH 0
Coniferylalkohol (5) Dehydrodlconlferylalkohol (13)

Weitere Resonanz-

strukturen
OH ~o

HO HO™ A O
(£)-Guaiacylglycerin-8-0-4'-coniferylether (14)

Abbildung 13: Nicht selektive radikale Kopplungsreaktion von Coniferylalkohol (5) fihrt hauptsachlich zu der
Bildung von racemischen Kopplungsprodukte wie z. B. 8,8‘- (Pinoresinol (1a/b)), 8,5‘- (Dehydrodiconiferylalkohol
(13)) und 8,4 (Guaiacylglycerin-8-0-4‘-coniferylether (14)).

Aus vorausgegangen Arbeiten von J. Rosengarten wurde bereits ein erstes Protokoll fir
die Durchfiihrung der Dimerisierung von Coniferylalkohol (5) liber eine Laccasereaktion
erarbeitet. Jedoch konnte kein vollstandiger Umsatz des Edukts erreicht werden. Zusatzlich
war die Bildung von Pinoresinol im Vergleich zu den anderen Kopplungsprodukten sehr gering.
Daraufhin sollte systematisch der Einfluss verschiedener Bedingungen auf den Umsatz des
Edukts und die Bildung von Pinoresinol (1a/b) getestet werden. Hierfiir wurde das Konzept
des Design of Experiment (DoE) angewendet, das mittels eines Ursachen-Wirkungs-Modells
die relevanten Einflussfaktoren der Reaktion ermittelt. Die Konzipierung der Versuchsplanung
und anschliefende Auswertung erfolgte mittels der Software Design-Expert® (Stat-Ease) in
Zusammenarbeit mit Dr. T. Classen. Die Ergebnisse und Ausgangsbedingungen fir die

Parameteroptimierung mittels DoE sind in Tabelle 44 und Tabelle 45 (s. Anhang, S. 185)
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zusammengefasst. Die optimierten Reaktionsbedingungen fiir den Pinoresinol Assay (C.3.4,
S. 171) wurden im nachsten Schritt mit den rekombinanten DIR-Proteinen und den folgenden
Parametern durchgefiihrt:

Zu dem Reaktionspuffer (50 mm KPi, pH 5,0) wurde 3,87 mM von 5 (finale Konzentration)
hinzugegeben. Laccase aus A. bisporus wurde mit einer Aktivitat von 8,75U zu der
Reaktionsmischung hinzugefiigt. Die Reaktion erfolgte 3,87 h bei konstanten 30 °C und
300 rpm.

A.3.2.2 Enantioselektivitat von heterolog produzierten DIR-Proteinen

Als VergleichsgroRe, um eine mogliche Enantioselektivitat zu identifizieren, wurde der
Enantiomereniberschuss (engl. enantiomer excess, ee) verwendet. Dieser Wert beschreibt,
ob ein bestimmtes Enantiomer im Uberschuss zu dem anderen vorliegt. Demnach beschreibt
ein ee von 0 %, dass beide Enantiomere in einem Verhaltnis von 1:1 vorliegen (racemisches
Gemisch). Es wurden unterschiedliche Proteinkonzentrationen fiir alle in Tabelle 8 erwdhnten
rekombinanten DIR-Proteine getestet. Jedoch waren die Ergebnisse nicht reproduzierbar und
eine Proteinkonzentrationsabhangigkeit konnte nicht beobachtet werden. In der folgenden

Tabelle ist eine reprasentative Auswahl der Ergebnisse dargestellt.

Tabelle 8: Vergleich der erhaltenen Enantiomerenlberschusswerte (ee) fiir (+)-Pinoresinol (1a) und (-)-
Pinoresinol (1b) nach dem Pinoresinol Assay unter Verwendung der unterschiedlich hergestellten
rekombinanten DIR-Proteine. Ein negativer ee-Wert entspricht dem Uberschuss an 1b und ein positiver Wert
entsprechend dem Uberschuss an 1a. Die Proteinkonzentration bezieht sich auf die zu testenden Proteine
(Maltose-Binde-Protein (MBP) und die unterschiedlich hergestellten DIR-Proteine). Alle weiteren
Reaktionsparameter wurden unter den optimierten Reaktionsbedingungen durchgefiihrt (3,87 mM von 5 und
Laccase aus A. bisporus mit einer Aktivitdt von 8,75 U fir 3,87 h bei 30 °C.

Protein Herstellungsmethode der Proteinkonzentration  ee (Abweichung)
DIR-Proteine [um] [%]
- 0,0(0,5)
Kontrolle

MBP 12 0,0 (1,4)
MBP-AIDIRG Fusionsprotein (s. A.3.1.1) 12 "1,6(0,7)
MBP-FiDIR1 12 0,2 (1,6)
MBP/AtDIR6 Nach Spaltung von FP (s. 100 2,0(2,8)
MBP/FiDIR1 A.3.1.1) 100 0,3(1,1)
AtDI6 Extraktion aus IB (s. 60 -0,7 (2,6)
FiDIR1 A3.1.3) 50 6,4 (1,3)
FiDIR1 Optimierte Expressionsbe- 100 2,9(0,8)
FiDIR1 dingung (s. A.3.1.6) 1000 11,7 (1,5)

Allgemein konnte festgestellt werden, dass die Fusionsproteine keine Enantioselektivitat

zeigten. Ob die DIR-Proteine im Fusionsprotein eine falsche Faltung aufweisen oder ob der
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Loslichkeits-Tag einen negativen Einfluss auf die Kopplung hat, kann zu diesem Zeitpunkt nicht
beantwortet werden, da die Spaltung und Trennung des Fusionsproteins nicht vollstandig bzw.
nicht erfolgreich war (A.3.1.1, S. 24). Nach der Proteinextraktion oder der I16slichen Produktion
durch die optimierte Expressionsbedingung waren die erhaltenen rekombinanten DIR-
Proteine in unterschiedlichem Malle mit Chaperonen verunreinigt. Dadurch sind die ein-
gesetzten DIR-Proteinkonzentrationen nicht miteinander vergleichbar. Dies hatte entspre-
chend einen groBen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der Assays. Generell konnte
beobachtet werden, dass das rekombinante FIDIR1-Protein 6fters einen Enantiomereniiber-
schuss des erwarteten Produkts erbrachte. Jedoch waren die Werte im Vergleich zur Literatur
(ee bis zu 99 %)) sehr gering trotz vergleichbaren molaren Verhiltnis zwischen DIR-Protein
und Substrat. Da die Chaperonen dhnlich wie der Loslichkeits-Tag einen negativen Einfluss auf
die Dimerisierung haben kdnnte, muss der Fokus fiir weitere Experimente auf die Reduzierung

der Verunreinigung und die Erh6hung der DIR-Stabilitat gelegt werden.
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A.4 Ausblick

Pinoresinol ist ein biosynthetischer Ausgangspunkt fir viele 8-8‘-verkniipfte bioaktive
Lighane und Naturwirkstoffe, wie z.B. das Podophyllotoxin.[’! Seine Derivate werden in un-
terschiedlichen Krebstherapien eingesetzt.['> 111 Entscheidend fiir die Herstellung solcher
Wirkstoffe ist die selektive Dimerisierung von Coniferylalkohol (5), um das chirale Pinoresinol
(1a/b) mit einer C;-Symmetrie als Zwischenprodukt zu bilden. Pflanzliche DIR-Proteine sind in
der Lage, eine solche radikalische Dimerisierung mit einer hohen Regio- und
Enantioselektivitit zu steuern.’% Trotz der Fahigkeit von DIR-Proteinen, pharmazeutisch
relevante chirale Ausgangsstoffe zu produzieren, sind bisher kaum Anwendungsbeispiele
etabliert.l?l Aufgrund ihres eukaryotischen Ursprungs und ihrer Glykosylierung werden sie
hauptsichlich in Hefen oder Pflanzen produziert.['24 Dijese Herstellungsmethoden sind
jedoch aufwendig, kostenintensiv und ermdoglichen meistens nicht die Produktion der DIR-
Proteine in grolen Mengen.

In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Strategien angewendet, um die
beiden DIR-Proteine (AtDIR6 und FiDIR1) heterolog in E. coli zu produzieren. Jedoch konnte
bereits fir AtDIR6 gezeigt werden, dass eine solche heterologe Produktion zu unléslichen
Proteinen fiihrt.['3! Aus diesen Grund wurden unterschiedliche Methoden untersucht, um die
Loslichkeit der beiden rekombinanten DIR-Proteine systematisch zu erhéhen. Die Entwicklung
umfasste mehrere Versuchsreihen, in denen der Einfluss der Co-Expression von Chaperonen
sowie der Expression mittels Loslichkeits-Tags (MBP) untersucht wurde. Im Folgenden werden
die erworbenen Erkenntnisse zusammengefasst und skizziert, welche weiteren MaBnahmen

getroffen werden kénnen.
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A.4.1 Loslichkeit der rekombinanten DIR-Proteine

Die zu Beginn verwendete Expressionsbedingung (C.3.2.1, S. 163) fuhrte zur Bildung von
Proteinaggregaten (inclusion bodies; A.3, S. 23). Die Proteinextraktion aus inclusion bodies
konnte nur erfolgen, wenn zuvor Chaperonen co-exprimiert wurden (A.3.1.3, S. 26). Jedoch
war die Gewinnung aus den inclusion bodies arbeitsintensiv und die Proteinqualitat (Reinheit
und Ausbeute) gering. Die Kombination aus Co-Expression von Chaperonen, niedrige
Temperaturen (15 °C) wihrend der Uberexpression und der Zugabe von 2 % Ethanol in das
Kulturmedium ergab die hochste Loslichkeit fir die rekombinanten DIR-Proteine. Weitere
Malnahmen zur Steigerung der Loslichkeit und Ausbeute kdnnten getroffen werden, wie die
weitere Reduzierung der Temperatur auf 10 °C und die gleichzeitige Verlangerung der
Kultivierungsdauer (iiber 3 Tage).[104

Jedoch bevor solche MalRnahmen getroffen werden, miissten zuvor Methoden zur Stabi-
lisierung der Proteine etabliert werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch
die verwendete Pufferbedingung (50 mm KPi, pH 6,0) das FiDIR1 nicht liber einen langeren
Zeitraum stabil in Losung vorlag (A.3.1.6, S. 31). Ein saurer pH-Bereich (4 - 6) wahrend des
Pinoresinol Assays ist jedoch laut Halls et al. (2004) Voraussetzung fiir eine enantioselektive
Kopplung.[*? Weitere Studien mit AtDIR6 zeigten, dass die Kopplung iiber eine reversibel Pro-
tonierung stattfinden kénnte und deswegen eine saure Umgebung benétigt wird.[*!) Dement-
sprechend miissen MaRnahmen getroffen werden, um die rekombinanten Proteine in diesem
pH-Bereich stabil in Losung zu halten. Eventuell wird der pH-Wert durch die PD-10 Saule
(C.3.3.3, S. 168) zu schnell ausgetauscht. Hierbei wird der theoretische isoelektrische Punkt
(p! von 6,5, berechnet durch ExPASy Server)'%! von FiDIR1 unterschritten. Das schnelle
Wechseln des pH-Werts kann gegebenenfalls das Protein destabilisieren. Aus diesem Grunde
konnten langsamere und mildere Methoden fiir den Pufferaustausch wie zum Beispiel die
Dialyse bei niedrigen Temperaturen (4 °C) getestet werden.

Die Entstehung von inclusion bodies kann neben der falschen Faltung des Proteins eben-
falls aus einer hohen Hydrophobizitit des Proteins resultieren.[1%! Abbildung 14 zeigt die drei-
dimensionale Oberflachenansicht von AtDIR6 als Monomer (PDB Eintrag: 5LAL) aus zwei

Perspektiven sowie den Grad der Hydrophobizitat.
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Abbildung 14: Dreidimensionale Oberflichenansicht von AtDIR6 als Monomer (PDB-Eintrag: 5LAL) aus zwei
Perspektiven. Die Farbung der Oberflache erfolgte nach dem Grad ihrer Hydrophobizitat durch die Software
Discovery Studio 2021 Client. Entsprechend reprasentieren blaue hervorgehobene Bereiche eine geringe bzw.
keine Hydrophobizitdt und braune hervorgehobene Flachen eine hohe Hydrophobizitdt in diesem Bereich. Die
Glykosylierung an Asparagin (59 und 123) sind mit griinen Stabchen hervorgehoben. A) Seitliche Orientierung
von AtDIR6. Losungsmittelexponierter Bereich des nativen Proteins im Trimer. B) Seitenansicht wie in A) um 180°
gedreht. Interaktionsoberflache zwischen den Monomeren im nativen Trimer.

Natives AtDIR6 bildet ein Trimer und die Interaktion zwischen den Monomeren findet
tiber viele hydrophobe Wechselwirkungen statt.[*! In einem besonders hohen hydrophoben
Bereich (braune Oberflache in Abb. 14B) befinden sich in unmittelbarer Nahe vier Phe-
nylalanin-Reste (F76, F79, F103 und F105) und ein Tryptophan (W115). Dieser Bereich ist im
nativen Protein durch die Interaktion der Monomere im Trimer von dem L&sungsmittel
abgeschirmt. Jedoch konnten durch die heterologe Expression und eine entsprechende
fehlende Glykosylierung einige Bereiche des Proteins eine Fehlfaltung aufweisen und dadurch
kdnnte eventuell die urspriingliche Interaktion zwischen den Monomeren nicht gewahrleistet
sein. In diesem Fall kénnten hydrophobe Bereiche exponiert werden. Dies wiirde die geringe
Loslichkeit und hohe Aggregation des Proteins erklaren. Dadurch kénnte ebenfalls die
beobachtete hohe Interaktion bzw. Verunreinigung mit Chaperonen begriindet werden, da
Chaperonen an hydrophobe Bereiche eines Proteins binden und auf diese Weise das Protein
stabilisieren.®3l Eine Méglichkeit, um die Stabilitdt von heterologen DIR-Proteinen zu erhdhen
und dadurch die Interaktion mit Chaperonen zu unterbinden, ist die Verwendung von
Pufferzusatzstoffen. Es konnte zum Beispiel bereits gezeigt werden, dass durch Arginin hete-
rologes DIR-Protein aus inclusion bodies extrahiert werden konnte (A.3.1.3, S. 26). Weitere
Zusatzstoffe wie die Verwendung von Tensiden, Zuckern oder unterschiedlichen Salzen
(Kosmotrope) miissten individuell getestet werden.!'%! Jedoch ist zu beachten, dass Puffer-
zusatze wie Tenside eventuell einen negativen Einfluss auf die Aktivitdt des Proteins haben

konnten oder mit der anschlieBenden Chromatographie interferieren konnten.
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Bisher konnte gezeigt werden, dass die Glykosylierung von AtDIR6 (Asn59 und Asn123)
notwendig fiir die Léslichkeit und ihre Funktion ist.[*3 Jedoch ist der genaue Zusammenhang
und der Mechanismus noch nicht vollstindig geklart.[*%7! Eine Méglichkeit kdnnte sein, dass
die Glykosylierung in der Interaktion zwischen den Monomeren im Trimer beteiligt ist (s.

Abb. 15).

Abbildung 15: Dreidimensionales AtDIR6-Strukturmodell (PDB-Eintrag: 5LAL). Die Ketten im Trimer sind farblich
unterschiedlich hervorgehoben. Die N-Glykosylierung (Stabchen) an Asn59 ist mit einem * markiert.

Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, konnte das N-Glykosylierungsmuster an der Position
Asn59 (markiert mit *) eines DIR-Monomers mit einer anderen Kette des Trimers interagieren
(Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit Glul41). Dadurch koénnte die Trimeranordnung
stabilisiert werden. Zusatzlich konnten hydrophobe Reste, die sich in unmittelbarer Nahe der
Glykosylierung befinden (Val121, Leu138 und Met140) abgeschirmt werden. In den rekom-
binanten DIR-Proteinen fehlen die Glykosylierungen und dementsprechend koénnte eine
solche Interaktion und Abschirmung nicht erfolgen. Um dies zu ermdglichen bzw. einen dhn-
lichen Effekt zu erreichen, konnten die beiden hydrophoben Reste Val121 und Leu138 mit

polaren Resten wie Serin, Threonin oder Histidin ersetzt werden.
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A.4.2 Enantioselektivitat von rekombinanten DIR-Proteinen

Eine erhohte Loslichkeit der rekombinanten DIR-Proteine war nicht in allen Fallen mit
einer Enantio- und Regioselektivitat in der Kupplung von Coniferylalkohol (3) gleichgesetzt.
Die Expression des Fusionsproteins ergab eine ausreichende Ausbeute an |6slichen Proteinen
mit hoher Reinheit. Allerdings war die Trennung der Spaltprodukte unzureichend und die
resultierenden DIR-Proteine wiesen keine Enantioselektivitat auf (A.3.2, S. 33).

In allen durchgefiihrten Pinoresinol Assays zeigte nur das heterolog produzierte FiDIR1
eine allgemeine Tendenz zum erwarteten Produkt ((+)-Pinoresinol (1a) von bis zu 12 % ee).
Jedoch waren die Ergebnisse nicht reproduzierbar. Da alle DIR-Proteinlésungen unterschied-
liche Grade an Verunreinigung mit Chaperonen aufwiesen, kdnnte dies eine Erklarung fur die
geringe Reproduzierbarkeit haben. Ebenfalls kann die geringe Proteinstabilitit der
rekombinanten DIR-Proteine einen Einfluss auf das Ergebnis des Assays haben. Wie bereits
oben diskutiert, miissen zunachst Manahmen zur Proteinstabilisierung der rekombinanten
DIR-Proteine getroffen werden, um die Verunreinigung mit Chaperonen zu minimieren und

dadurch die Qualitat der Kopplungsreaktion zu erhéhen.

A.4.3 Untersuchung von putativen pinoresinolbildenden DIR-Proteinen

Es konnte gezeigt werden, dass die zuverldssige Produktion der beiden rekombinanten
DIR-Proteine (FIDIR1 und AtDIR6) eine grofRe Herausforderung darstellt. Jedoch um struktur-
biologische und biochemische Charakterisierungen zu erméglichen, werden die Proteine in
grofRen Mengen und einer hohen Reinheit benotigt. Alternativ konnten putative Homologe
der beiden pinoresinolbildenden DIR-Proteine untersucht werden, die geeigneter fiir eine
rekombinante Produktion sind. Beispielsweise berichtete Ma et al. (2015) von einem DIR-
Protein (TaDIR13) aus Weizen, dass heterolog in E. coli produziert werden konnte und selektiv
die Kopplung zu (+)-Pinoresinol (1a) lenkt.[*”!

Die Arbeitshypothese fir diesen Ausblick war, ob weitere putative pinoresinolbildende
DIR-Proteine gefunden werden kénnen, die fiir eine heterologe Produktion geeignet sind.
Hierflr wurde alle Sequenzen von putativen DIR-Proteinen aus SiRgrasern (Poales), die im
Pfam-Server (PF03018) hinterlegt waren, entnommen.[2%! Der Fokus auf SiiRgrdser wurde
gesetzt, da alle bisherigen DIR-a-Proteine aus einkeimblattrigen Pflanzen (s. Tabelle 2,S. 7) im
Vergleich zu TaDIR13 (Weizen gehort zu den SiRgraser) nicht heterolog in E. coli produziert
werden konnte. AnschlieBend wurde ein Sequenz-Alignment aus den 1288 erhaltenen

Sequenzen (20 Pflanzenarten) mit den beiden DIR-Sequenzen (FiDIR1 und AtDIR6) mittels
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Clustal Omega durchgefiihrt.[*% Die Darstellung des Phylogenetischen Baums erfolgte tiber
iTOL.['19 Hierfiir werden nur die putativen Homologe von FiDIR1 und AtDIR6 aufgefichert

angezeigt (s. Abbildung 16).

FiDIR1

/- AtDIR6

Abbildung 16: Phylogenetischer Baum der putativen DIR-a Proteinunterfamilie aus SliRgrasern
(Einkeimblattrigen Pflanzen) und den beiden DIR-Proteinen (FiDIR1 und AtDIR6) aus zweikeimblattrigen Pflanzen.
Putative Homologe von FiDIR1 und AtDIR6 wurden jeweils farblich hervorgehoben (griin und rot).

Die phylogenetische Analyse von putativen DIR-Proteinen aus SiiBgrdsern zeigt eine Auf-
spaltung innerhalb der DIR-a Unterfamilie auf. In den beiden gebildeten Asten befinden sich
jeweils die pinoresinolbildenden DIR-Proteine (FiDIR1 und AtDIR6). Zur Beurteilung, ob es sich
bei den Homologen um putative pinoresinolbildende DIR-Proteine handelt, wurden die
beschriebenen Sequenzbereiche von AtDIR6 fiir die potenziellen Bindetaschen, N-Glykosy-
lierung und intramolekulare Disulfidbriickenbindung miteinander in einem Sequenz-
Alignment verglichen. Fir AtDIR6 konnten nach diesem Muster putative Homologe identi-
fiziert werden (s. Abbildung 78, S. 184). Jedoch weisen diese Homologe die Position fiir eine
mogliche Glykosylierung und Bildung einer Disulfidbriickenbindung auf. Dementsprechend
konnten diese Homologe ebenfalls erschwert rekombinant produziert werden. Hingegen
zeigen die zugeordneten Homologe von FiDIR1 ein dhnliches Muster fiir die putativen
Bindetaschen (schwarz eingerahmte Reste) auf, jedoch keine Asparagin- und Cystein-Reste fir
eine notwendige Glykosylierung und Disulfidbriickenbindung in den eingerahmten Bereichen
(rot und gelb, s. Abbildung 17). Selbstverstandlich ist dies nur eine kleine Auswahl und weitere

Analysen und Sequenzvergleiche z.B. aus anderen Pflanzenarten sind notwendig, um
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geeignete Homologe zu identifizieren. Jedoch sollte dies auch verdeutlichen, dass durch die
groRe Anzahl an bekannten Sequenzen es ein grofRes Potenzial gibt, geeignete DIR-Proteine

zu finden.

FiDIRT 1 ---MVSKTQIVAL----FLCFLTSTSSATYGRKPRPRRPCKEL 36
AtDIR6 1 MAFLVEKQLFKALFSFFLLVLLFSDTVLSFRKTIDQKKPCKHF 43
AOAOEOB2F3.1 65 -MNS I -F---SNLLLAVATLQ---------=----- LLTTSRRV 88
ADA199VIPS.1 38 MATS - - KRVQTLRLLAFFVCVFAHRFPALGAHPLLGAEKLTKYV 78
GoC2ve.l1 26 -MAAARFPPLVLCLLPIIICSF------==-=-=----+ VDAELTHL 54
ADA5J9TZ561 31 MAFAARCPSHVLALLVLASCSAAS--------- AAADEKLTHL 64
ADA3L6Q3841 29 MAN- | - KRGTVAQLQLVLISMALAG--------- AAATTTTTHL 80

FiDIRT 37 VEYFHDNLFKGNNYHNATSAIVGSPOQWGNKTAMAV PF|N DjLv 79
AtDIR6 44 SEYFHD|I LYDGDNVAINATSAAIVSPPG- - - - - - LGN FK|F §K|FV 80
ADAOEOB2F3.1 89 QWRRR|SESRSTCTST|Cl---TTWSPARAPRRRRSS KARJA GIG G 128
ADAI99VIPS1 79 HEFLHDITLSGSKPSAV|---LIA-HRENHTG-VPNDPT|PIFETIAF 116
GoC2vel 55 QFYFHENDAGTPNATV]- - -VNVAS------- LHRNSS|TIFEDIVN 87
ADA5J9TZ56.1 65 HFYFHENEAGAANAT|V|- - -VNVAS------- LHKNAS|TIFGDIVN 97
ADA3L603841 61 REYMHDITVTASPGSPA|---TAVPVARGTTPLPGDPTT|R|FGDMY 100

FiDIR1 80 VFDDPITLDNN-LHSPPVGRAQGMY|FYPQKNTYNAWLGF - - -5 118
AtDIR6 81 | FDGPITMDKN-YLSKPVARBQGF|Y|IFIYPMKMDFNSWFSY - --T 119
AOAOQEOB2F3.1 129 V- - - -VREGGGHGRPADRGRAQGL|YVIFRTLDADAPALLFSINN 167
ADA199VvIP9.1 117 VIDDPLTAGPE-LDSGVVGNAQGL|IYMSPGRTLSRR------ -~ 150
G9C2v6l 88 VFDNALREGPD-PASRLIGRAHGLAVHRSLDETGGL--TAI -N 126
ADA5J9TZ56.1 98 VFDNALREGPD-PASRLIGRAQGLIAVMHRSLDESGGL--TAI -N 136
ADA3L6Q3841 101 VVDDPLTEGPG-AASPAVERBQGF|Y|LIFRAQHEVAVM- -NCL-T 139

FiDIR1 119 FLFINE -TKYV-GTLNFAGADIPLLNKT|RDI SV I TEDFFMARG 159
AtDIR6 120 LVFINE -TEHK-GTLNIMGADILMMEPT|IRDLSVV TEDFFMARG 160
AODAQEOB2F3.1 168 VVLANGTPYGGSMVAVMGR|DDF - - - -[VRLPVV TERFRMARG 206
AOA199VIP9.1 151 - - -|-F -ALQRSSF------]-| - VVLEKPLAVV RGAFRLARG 178
GoC2ve1l 127 FVFISPDYGAYSGSTLATOQGHLIN-ASGPHSIERS IV TEKLRFARG 168
ADA5J9TZ56.1 137 FVFISDYGEYSGSALATLG S -ASGPHSIERAIV TEKLRFARG 178
ADA3L60Q384.1 140 MV FITA - GRHNGSYVVVQGRIDAVPDKV[RJELPVV AGRFRGDRYV 181
FiDIR1 160 VATLMTPDPAFEGDVY -FRLRVDINLYE-CWN----~------- 186
AtDIR6 161 IATFVITPDLFQGAKY - FRVKMD I KLYE-ClY - - =-=-=-==--~--- 187
AODAOQEOB2F3.1 207 YALVR|ITASEHGKNAVLEIDICLTSF-----==-=-=-==-=-=--- 231
ADA199VIP9.1 179 FAQLRITHYLNTTNGDAVIEYDVTLLHY ------------- 205
GoC2ve.1 169 YMTSKLILSSTDTAIVVVFDMYFTLDH-----=-=-=«=-=-=--- 194
ADA5J9TZ56.1 179 YMTSNLILSSTDTAIVVVFDMYFTLAH------=-~-=--=-- -~ 204
AODA3L6Q384.1 182 PAAAVILIPSSGPSNV-LPLATRATVAGVPWNEGALIGTPASE 220

Abbildung 17: Sequenz-Alignment von FiDIR1 mit AtDIR6 und putativen pinoresinolbildende DIR-Homologe aus
SuRgrasern. Schwarz eingerahmte Reste repradsentieren die putativen Reste in den Bindetaschen von AtDIR6,
rote die Position der Glykosylierung und die Cystein-Reste in AtDIR6 (gelb eingerahmt) bilden die intramolekulare
Disulfidbriickenbindung aus.!*!l Konservierte Regionen (>50 % Identitit) sind blau schattiert. Die Annotation der
Homologe sind die jeweiligen UniProt-Eintrage.*'4
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B.1 Einleitung in die Thematik

Reis (Oryza sativa) ist eine der wichtigsten Getreidepflanzen weltweit und die Hauptnah-
rungsquelle fiir mehr als die Hilfte der Weltbevélkerung.!11% 1131 prognosen zufolge muss die
allgemeine landwirtschaftliche Produktion bis 2050 um 60 % gesteigert werden, um den
globalen Nahrungsmittelbedarf zu decken.[*'*! Insbesondere abiotische und biotische Um-
weltfaktoren (s. Abbildung 18) spielen fiir den Ernteertrag von landwirtschaftliche
Nutzpflanzen eine wichtige Rolle. Der Einfluss von Umweltfaktoren auf den weltweiten

Ernteverlust von Weizen und Reis wurde auf 29 % beziehungsweise 40 % geschitzt.[11]

—_—

Wetterbedingungen

* Sonneneinstrahlung
* Wind
* Regen

Biotische Faktoren
* Temperatur

Abiotische

* Pathogene (Pilze, Faktoren

Bakterien, Viren)
* Schadlinge
* Unkrautbewuchs
Geographische Bedingungen

* Bodenart

* Topographie
* Organisches Material

Abbildung 18: Schematische Darstellung von biotischen und abiotischen (Wetterbedingungen und
geographische Bedingungen) Umweltfaktoren auf Nutzpflanzen.

Der Klimawandel kénnte durch weitere Veranderung der abiotischen Umweltfaktoren
(Temperatur, Niederschlag, Feuchtigkeit etc.) einen erhdhten negativen Effekt auf die Qualitat
und Quantitit der landwirtschaftlichen Produktion haben.['16 1171 7ysitzlich kdnnen
klimatische Veranderungen die Ausbreitung und den Ausbruch von Pathogenen, Schadlingen
und Unkraut begiinstigen, wie es ausfiihrlich in den zitierten Ubersichtsartikeln erldutert
wird.[1181201 Fin gligemeiner Anstieg der Ernteverluste durch Krankheitserreger an Reis,
Weizen und Rebe wird fiir die nidchsten Jahrzehnte in Europa vorausgesagt./*?1l

Um Ernteverluste zu vermeiden bzw. zu minimieren, werden Bewasserungssysteme,
Diingemittel und Pflanzenschutzmittel eingesetzt. Diese Praktiken sind kostenintensiv und
haben durch ihre potenziell negativen Auswirkungen auf die Umwelt (besonders beim Einsatz

von Diingemitteln und Pflanzenschutzmitteln) in den letzten Jahren eine gesellschaftliche
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Debatte ausgeldst. Diese Debatten thematisieren neben den Auswirkungen eine Reduktion
oder sogar den Ersatz der konventionellen MaBnahmen.

Im Laufe der Evolution haben Pflanzen verschiedene Abwehrstrategien entwickelt, um
sich gegen Angriffe ihrer Umwelt zu wehren. Um das Eindringen und das Wachstum von
Pathogenen im Wirtsgewebe zu verhindern, werden in den Pflanzenzellen unterschiedliche
induzierbare  Abwehrreaktionen  ausgeldst.[122l(Quelleninkl) 7, den  induzierbaren
Abwehrreaktionen der Pflanze gehort die Synthese von Signalmolekiilen (Botenstoffe wie
Ethylen und Jasmonsaure), die sich dann auf die Genexpression auswirken und zur Synthese
von Abwehrmolekiilen, wie beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
Sekundirmetaboliten (Abwehrstoffe wie Phytoalexine) fiihren kénnen.[122 123](Quellen inkl.)

In Zusammenhang mit Abwehrreaktion von Pflanzen werden ebenfalls sogenannte
stressinduzierbare Lektine, wie beispielsweise die monocotylen-chimdren Jacaline (MCJ),
diskutiert.[°?! Fiir diese Proteinfamilie ist ihre modularer Domanenaufbau und ihre begrenzte
taxonomische Verbreitung charakteristisch.[®2l Mitglieder dieser Proteinfamilie vermitteln
sowohl bei abiotischen als auch bei biotischen Stressreaktionen eine héhere Resistenz in der
Pflanze.l®2 Das Verstindnis solcher Resistenzmechanismen gegen abiotische und biotische
Stressfaktoren und ihre Ubertragung in moderne Ziichtungsprogramme kénnte den Weg zu

einer umweltfreundlicheren Landwirtschaft unterstitzen.
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B.1.1 Lektine — mehr als kohlenhydratbindende Proteine

Seit der Entdeckung des ersten Lektins (Ricin) aus Ricinus communis vor mehr als 130
Jahren[®24 wurden zahlreiche weitere Pflanzenlektine identifiziert und charakterisiert, wie es
im Ubersichtsartikel von E.J.Van Damme etal. mit den dort vorgestellten Quellen
verdeutlicht wird.['?°! Nicht alle Lektine sind giftig,[*26! wie es zun&chst fiir Ricin beschrieben
wurde.['?%l Eine weitere charakteristische Eigenschaft der Lektine ist die Fihigkeit, rote
Blutkorperchen (Erythrozyten) zu verklumpen. Dieses Phanomen wurde spater als
Agglutination bezeichnet und fiihrte zur Einfiihrung der Bezeichnung Agglutinin.’?”1 Durch die
Beobachtung, dass einige pflanzliche Agglutinine in der Lage sind, zwischen Erythrozyten
verschiedener Blutgruppen zu unterscheiden, wurde der Name Lektin als systematische
Bezeichnung fiir die gesamte Proteinfamilie vorgeschlagen, der sich von dem lateinischen
Wort legere ableitet (Bedeutung: herausfiltern oder auswihlen).[*281 Die Himagglutination der
Erythrozyten durch Lektine wird ausgeldst durch die spezifische Lektin-Interaktion mit
Kohlenhydratstrukturen auf der Oberflache der Erythrozyten. Diese Interaktion ist reversibel
durch Zugabe von bestimmten Kohlenhydratverbindungen.[*?°! Da nicht alle Lektine in der
Lage sind, Zellen zu agglutinieren, hat sich die Bezeichnung Lektine anstelle von Agglutinine
Uiber die Zeit durchgesetzt, wie beschrieben in verschiedenen Reviews.['30 131 Mittlerweile
werden Proteine als Lektine definiert, wenn sie spezifisch Kohlenhydratstrukturen erkennen
und reversibel binden kénnen (nicht kovalent) und dabei keine enzymatische Aktivitat
aufweisen.[32134 Dadurch unterscheiden sich Lektine von kohlenhydrataktiven Enzymen mit
katalytischer Aktivitat, wie z.B. Glykosyltransferasen und Glykosylhydrolasen.[13°]

Pflanzenlektine besitzen eine oder mehrere Kohlenhydratbindestellen, die entweder auf
endogene (pflanzeneigen), exogene (fremde, nicht von Pflanzen stammende) oder auf beide
Glykanstrukturen reagieren.[13¢: 137] Dijese Eigenschaft ermdglicht es ihnen, mit Mono- oder
Disacchariden, Polysacchariden und komplexeren Kohlenhydratstrukturen von Glyko-
konjugate (Glykoproteine oder Glykolipide) zu interagieren.[138 139 vijele Jahre der Forschung
von Lektin-Kohlenhydrat-Interaktionen zeigten, dass insbesondere Glykokonjugate die natiir-
lichen Liganden fir die meisten Lektine bilden (Erkenntnisse werden in ausfiihrlichen Reviews
dargestellt).[130, 140]

Kohlenhydrate und Polysaccharide sind wichtige Biomolekiile, die in lebenden Systemen
reichlich vorhanden sind. Pflanzen akkumulieren freie Saccharide, insbesondere die Disaccha-

ride Saccharose und Maltose sowie die Monosaccharide Glukose und Fruktose.l*! Allerdings
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sind die meisten pflanzlichen Kohlenhydrate Teil komplexerer Strukturen, darunter z.B. Spei-
cherpolysaccharide (Starke und Fructane), Zellwandkomponenten, Glykoproteine und Glyko-
lipide.[**Y) Entsprechend wurden Lektine aus verschiedenen Pflanzengeweben isoliert, die
solche Zuckerverbindungen aufweisen wie aus Speichergeweben (Rinde und Blumenzwiebel)
und Samenkérnern.[142144 So kdnnen Lektine beispielsweise in Zwiebeln und Knollen
10-40% des gesamten léslichen Proteingehalts ausmachen.#> 1461 Dijese abundanten
Lektine befinden sich hauptsachlich in der Vakuole, entweder in individueller Form oder als

Teil eines Proteinkomplexes.[147. 148]

Stressinduzierbare Lektine

Die Arbeitsgruppe von Van Damme war die erste, die Uber stressinduzierbare Lektine
berichtete, darunter das durch Salzstress induzierbare Lektin in Reis (Oryza sativa L.)**% und
das durch Jasmonsiure induzierbare Lektin in Tabakblattern (Nicotiana tabacum L.).10 Im
letzteren Fall konnte unter normalen Wachstumsbedingungen das Lektin nur in sehr geringen
Mengen exprimiert werden, was zu kaum nachweisbaren Mengen fiihrte.[**° Dije Lektin-
expression wurde jedoch hochreguliert, wenn die Pflanze Stress ausgesetzt war.[>% Es konnte
nachgewiesen werden, dass solche entsprechend niedrig abundanten Lektine ohne ein Signal-
peptid synthetisiert werden und sich dabei hauptsidchlich im Zytoplasma
befinden.[1>1(Quelleninkl) Fhanfalls konnte gezeigt werden, dass einige niedrig abundante
Lektine in den Zellkern gelangen.!t>2l(Quelleninkl) |y Gegensatz dazu werden hoch abundante
Lektine (zum Beispiel isoliert aus der Vakuole; s. oben) mit einem Signalpeptid synthetisiert
und folgen daher dem sekretorischen Weg vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-
Apparat und schlief8lich in die Vakuole, die Plasmamembran oder sie werden in die Zellwand
und in den extrazelluldren Raum sezerniert.[1>3](Quelleninkl) | aktine reprisentieren somit eine
heterogene Gruppe von Proteinen, die durch biotischen und abiotischen Stress induziert
werden kénnen.[3®1 |m folgenden Abschnitt wird auf eine Untergruppe der Stress-

induzierbaren Lektine naher eingegangen.
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B.1.1.1 Die Vielseitigkeit der Jacalin-dhnlichen Lektine (JRL)

Derzeit werden zwolf pflanzliche Lektinfamilien anhand des Vorhandenseins einer
charakteristischen Lektindomane unterschieden, wie unter anderem das Jacalin-dhnliche
Lektin (JRL).I™¥ JRLs ist eine Gruppe pflanzlicher Lektine mit mindestens einer Domine, die
homolog zum Jacalin-Protein ist,'>! das erstmals in den Samen der Jackfrucht
(Artocarpus integrifolia L.) isoliert wurde.*>® Jacalin selbst ist ein hoch abundantes, Galaktose
bindendes Lektin, welches sich in der Vakuole befindet.[*>”] Jacalin und weitere Galaktose
spezifische JRLs bilden eine kleine Gruppe von Lektinen, die in wenigen Pflanzenfamilien wie
z.B. dem Maulbeergewichs (Moraceae) verbreitet sind.['>’-15° Dagegen sind Mannose
spezifische JRLs weiter verbreitet und wurden unter anderem in Reis (Oryza sativa),!**?!
Banane (Musa paradisiaca),[**® A. thaliana*®!l und auBerhalb des Pflanzenreichs (bspw. in
Siugetieren)'%?l identifiziert. Entsprechend ihrer Kohlenhydratbindespezifizitit wurde die
pflanzliche JRL-Familie in zwei Unterfamilien unterteilt: Galaktose-spezifische (gJRLs) und
Mannose-spezifische JRLs (mJRLs).*3 Obwohl beide JRL-Unterfamilien eine hohe
Sequenzihnlichkeit aufweisen, unterscheiden sie sich in ihrer molekularen Struktur.[*63! Die
gJRLs durchlaufen posttranslationale Modifikationen, die zu einer proteolytischen Spaltung
fiihren, zu einer kurzen B-Kette (2 kDa) und einer langen a-Kette (13 kDa),[*** wihrend mJRLs
ein vollstandiges Protomer enthalten.[**8! Beide JRL-Untergruppen (gJRL und mJRL) weisen
eine dhnliche dreidimensionale Struktur auf,[’*8 185 \wurden jedoch in verschiedenen
Kompartimenten der Pflanzenzelle lokalisiert (gJRL in der Vakuole und mJRL im Zyto-
plasma).[7]

JRLs werden entsprechend ihrer Lokalisierung mit unterschiedlichen physiologischen
Funktionen in der Pflanze in Verbindung gebracht.[151 (Quelleninkl) pie physiologische Funktion
der gJRL in der Vakuole ist nach wie vor unbekannt. Bisher wurden unterschiedliche
Hypothesen aufgestellt Gber allgemeine Funktionen der Lektine in der Vakuole, wie es in
aktuellen Reviews erldutert wurde.!’>¥ 1661 Dje mégliche Bindung von gJRLs an komplexe
Kohlenhydratstrukturen liegt sehr nahe, da bereits die Interaktion von Moriga-G (gJRL aus
Morus nigra) mit leukdmischen Jurkat-Zellen gezeigt werden konnte.[167]

Hingegen konnten fir mJRLs unterschiedliche physiologische Funktionen beobachtet
werden. Zum Beispiel wurde in Reis die Expression von putativen mJRLs durch verschiedene
Stressfaktoren  hochreguliert, wie Trockenheit, Salzstress und Pathogenangriffe

(z.B. Magnaporthe oryzae).'>> 1881 He et al. (2017) zeigten, dass OsJRL in Reis und E. coli die

50



Einleitung in die Thematik

Resistenz gegeniiber Salzstress erhéhte.!1%° Weitere Eigenschaften von mJRL umfassen unter
anderem antivirale und antifugale Aktivititen.[160 1701

Alle zuvor erwahnten Eigenschaften sind auf individuelle JRL-Proteine zuriickzufiihren.
Mit weiteren erforschten Pflanzenarten wurde die Vielfalt der Lektine und insbesondere der
JRL-Proteinfamilie deutlich. So konnten durch Sequenzanalysen unterschiedlicher Lektine
bzw. von gezielten JRL-Domanen in unterschiedlichen Pflanzen gezeigt werden, dass JRL Teil
von Proteinen mit Multidom&dnen-Anordnungen sind.[71"174 Auf Grundlage der molekularen
Struktur der Pflanzenlektine kdnnen sie in vier Klassen eingeteilt werden, die als Merolektine,
Hololektine, Chimerolektine und Superlektine bezeichnet werden.[**¢1 Merolektine sind
individuelle Lektine.3¥ Im Gegensatz dazu enthalten Hololektine und Superlektine mehrere
Lektindomanen, entweder mit &hnlicher oder unterschiedlicher Spezifizitat fir
Kohlenhydratverbindungen.[34 1661 Chimerolektine enthalten neben Lektindoménen eine oder
mehrere Proteindoméanen mit einer anderen Funktionalitit.[!34 Weitere Angaben zu den un-
terschiedlichen Domanen und Funktionen von chimaren Lektinen in Pflanzen finden sich in

aktuellen Reviews und den darin enthaltenen Referenzen.[62 175]
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B.1.1.2 Monocot chimare Lektine (MCJ) bestehen aus zwei Domanen
Eine spezielle Chimerolektin Untergruppe mit einem modularen Domanenaufbau und
einer begrenzten taxonomischen Verbreitung wird als monocotyle-chimdre Jacalin (MCJ)
bezeichnet.®?l Es gibt vermehrt Hinweise, dass Mitglieder dieser Proteinfamilie sowohl
wihrend biotischen als auch bei abiotischen Stressreaktionen eine wichtige Rolle spielen.[®%
175,176

Ilhre verschiedenen physiologischen Funktionen und ihr Domanenaufbau sind der Fokus

des folgenden Abschnitts.

Unterteilung und Funktionen von MCls in der Pflanze

MCJ wurden bisher ausschlieRlich in der Familie der Poaceae (SURRgraser) identifiziert, die
zu den einkeimblattrigen Pflanzen (Monokotyledonen) gehéren.[62 1751 Das Protein ist aus zwei
Domadnen aufgebaut: Die Dirigent- (DIR-) Domane, welche sich am N-Terminus befindet und
die Jacalin-ahnliche Lektin- (JRL-) Domane, die sich am C-Terminus befindet (s. Abbildung

19).162]

N- Dirigent-Domane JRL-Domane -C

Abbildung 19: Schematischer Aufbau von MClJs. Die Dirigent-Domane (grau) befindet sich am N-Terminus und
die Jacalin-dhnliche Lektin-(JRL-) Domane (grin) am C-Terminus. Beide Domédnen sind Uber einen
Sequenzabschnitt (orange) miteinander verbunden.

Wie im Review von Ma et al. (2014) beschrieben, waren vor einigen Jahren lediglich neun
MClJs bekannt.[®? Aufgrund des zunehmenden Interesses wurden seitdem weitere Vertreter
dieser Proteinfamilie entdeckt. Jedoch ist zu erwahnen, dass die meisten 172 MCJ-Mitglieder
(Stand 2017) mittels Sequenzanalysen identifiziert wurden und weitestgehend unbekannt

sind.['73] Tabelle 9 listet bisherige Erkenntnisse aus genomweiten Analysen auf.

Tabelle 9: Identifizierte putative MCJ-Gene, sowie die molekulare Masse (MW) der resultierenden Proteine.

Herkunft Anzahl MCJ-Gene MW [Da] Literatur
Phyllostachys edulis 4 32,4-37,6 (1771
Triticum aestivum 46 (176]
Oryza sativa 4 27,9-33,3 [155]
O. sativa spp. japonica 4 (178]
sowie indica

Bisher wurden wenige genomweite Analysen spezifisch fir MCJ-Gene durchgefiihrt. In
einer Studie wurden putative DIR-Proteine in Reis (O. sativa) gesucht, die entsprechenden

MCJs wurden daraufhin als DIR-c bezeichnet/gruppiert.l?! Je nach verwendeten Kriterien
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kdnnen sich die Bewertungen der Proteinunterfamilien unterscheiden, so wurde beispiels-
weise in anderen phylogenetischen Analysen drei bzw. vier MCJ-Gene in Reis identifiziert!7¢
178 anstelle von 13 putativen DIR-c-Genen.?!! Die weiteren putativen DIR-Unterfamilien
wurden ausfiihrlich im ersten Abschnitt A.1.2 (S. 4) erldutert.

Ma und Han (2021) identifizierten 46 putative MCJ aus dem Weizengenom (T. aestivum)
und unterteilten die Proteinfamilie in drei Untergruppen (MCJ1, MCJ2 und MCJ3).[278 |hre
Ergebnisse zeigten die funktionelle Vielfalt von MCJ, die auf verschiedene biotische und
abiotische Stressfaktoren reagieren kénnen.['’®l Sowohl im Weizen- wie auch in Bambus-
sprossen (P. edulis) sind die entsprechenden MCJ-Gene liber Hormone und abiotischen Stress
induzierbar.76 1771 |n beiden Pflanzenarten wurde beobachtet, dass bestimmte MCJ-Gene
gewebespezifisch (Blatter und Wurzel) exprimiert werden.[*76 1771 Jedoch sind weitere genom-
weite Analysen von MCJ-Genen in anderen einkeimblattrigen Pflanzen notwendig, um Korre-
lationen zwischen Expressionsort und physiologischer Funktion herzuleiten. Der Fokus der
bisherigen Forschung lag in der Beschreibung physiologischer Funktionen von einzelnen MCls,

Tabelle 10 listet die Herkunft, Funktion und ihre entsprechende Referenz auf.

Tabelle 10: Ubersicht der Herkunft, Funktion und Literaturstelle von verschiedenen MCJ-Proteinen.

Protein Herkunft Funktion Literatur
AsCrs-1 Agrostis stolonifera Unbekannt (179]
SbSL Sorghum bicolor ZmBGAF Homolog (180, 181]
ShDJ Saccharum hybrid Trockenresistenz (182]
TaHFR1 Triticum aestivum Schadlingsresistenz [183, 184]
TalAl/TaMCI1  Triticum aestivum Pathogenabwehr [47, 176, 185-187]
TaMCJ3 Triticum aestivum Trockenresistenz [176]
TaVer2 Triticum aestivum Vernalisation [188-190]
OsJAC1 Oryza sativa Pathogenabwehr [191-194]
ZmBGAF Zea mays Bindet und agglutiniert B-Glucosidase 181, 195-198]

Bevor Ma (2014) mit der systematischen Bezeichnung monocot chimeric jacalin zu
arbeiten begann, wurden einige Proteine nicht als Mitglieder dieser Familie identifiziert.l52! So
wird beispielsweise das in Mais vorkommende MCJ als B-Glucosidase-Aggregationsfaktor
(BGAF) bezeichnet, da das Protein spezifisch an B-Glucosidase bindet und anschliefend einen

unldslichen quaterndren Komplex bildet.[*%®! Hierbei wird die Aktivitit der B-Glucosidase
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durch die Interaktion mit ZmBGAF nicht beeintrachtigt!**® und die Interaktion wird auf die JRL-
Domine von ZmBGAF zuriickgefiihrt.[1%! Die Interaktion findet jedoch nicht tiber Glykosylie-
rungsmuster auf der Oberflaiche von B-Glucosidase statt, sondern Uber eine spezifische
geformte Oberflichenregion der B-Glucosidase.[*”- 18] Djese spezifische Interaktion wurde
bisher fiir keine weiteren MCJ beobachtet, beispielsweise auch nicht fiir das ZmBGAF Homolog
SbSL.['81 Damit bleibt die physiologische Funktion der Protein-Protein-Interaktion von
ZmBGAF weiterhin ungeklart.

Unter Mitgliedern der Unterklasse MCJ1 konnte die Breitbandresistenz gegen verschie-
dene Pflanzenpathogene als physiologische Eigenschaft in Weizen und Reis beobachtet
werden.[176:186, 1921 E{jr TqMCJ2 (Mitglied der MCJ2 Unterklasse) wurde bisher keine physiolo-
gische Funktion beschrieben.'7® Ein Vertreter der Unterklasse MCJ3 (TaMCJ3) war in der
Lage, die Resistenz gegen Bodentrockenheit zu erhéhen.[*7® Ein vergleichbarer Effekt wurde
im Zuckerrohr (S. hybrid) durch das Homolog ShDJ nachgewiesen, welches zusatzlich die Bio-
masseproduktion erhdhte und die Verzuckerung steigerte.[182]

Studien zu TaVER2 legten nahe, dass das Protein eine wichtige Rolle in der Vernalisation
(Bliteinduktion nach einer langeren Kaltephase) in Weizen spielt und dass es in diesem
Prozess phosphoryliert wird und anschliefend eine Protein-Protein-Interaktion mit einem
RNA-bindenden Protein im Nukleus eingeht.[188-1%0]

Weizenpflanzen, die TaHFR1 produzierten, zeigten eine erhdohte Resistenz gegen Schad-
lingsbefall wie z.B. gegen die Larven von Mayetiola destructor.[183]

Hierbei stellt sich die Frage, ob die beobachteten physiologischen Eigenschaften auf eine
spezifische MCJ-Domane zuriickzufiihren sind oder die Kombination aus beiden Domanen fir
die Funktionalitat bendtigt wird. Im Folgenden wird der Kenntnisstand zu den einzelnen MCJ-

Domanen beschrieben.
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Zuckeraffinitat der JRL-Domane in MCls
Im Vergleich zwischen beiden MCJ-Domanen ist die JRL-Domane besser charakterisiert,

insbesondere hinsichtlich ihrer Kohlenhydratbindespezifitat (s. Tabelle 11).

Tabelle 11: Zucker Spezifitdt von charakterisierten MCls.

Protein Zucker Spezifizitat Literatur
SbSL Mannose und N-Acetylgalaktosamin 180, 181]
TaHFR1 Mannose [183]
TaMCJ1 Mannose [176, 186, 187]
TaMCJ2 Mannose und Galaktose [176]
TaMCJ3 Mannose und Galaktose [176]
TaVer2 N-Acetylglucosamin und Galaktose [189]
OsJAC1 Mannose [194]

ZmBGAF Mannose, Galaktose, Laktose und Glykoprotein 181,19

Klassische pflanzliche JRLs (Merolektin) werden anhand ihrer Zuckerspezifitdt in zwei
Untergruppen (gJRL und mJRL) unterteilt.m*3] Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass MClJs
einen hoéheren Grad an Vielfalt in ihren Bindungsmustern aufweisen als ihre klassischen
Vertreter.l2 Wie der Tabelle 11 zu entnehmen ist, weisen die meisten charakterisierten MCls
eine Mannose Spezifitat auf, jedoch mit unterschiedlicher Affinitat. Ma et al. (2021) zeigten,
dass die jeweiligen Vertreter der drei MCJ-Unterklassen (TaMCJ1-3) grundsatzlich in der Lage
waren, Mannose zu binden. Allerdings zeigte TaMCJ2 ebenso eine vergleichbare Affinitat zu
Galaktose und TaMCJ3 sogar eine hdhere Affinitit zu Galaktose als zu Mannose.[*7®! Vergleich-
bar zu TaMCJ3 wies ZmBGAF aus Mais ebenfalls eine hohere Affinitat zu Galaktose als zu
Mannose auf.[1%! Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass bestimmte Glykoproteine eine
um 6000-fache héhere Affinitat im Vergleich zu Galaktose aufzeigten.[*?®! Die Autoren leiteten
die hohere Affinitat auf die Saccharidstrukturen der Glykoproteine zuriick und schlussfolger-
ten, dass Glykanketten mit terminalen N-Acetyllactosamin-Resten fiir die erh6hte Praferenz
verantwortlich sind.[*®*] Das BGAF-Homolog aus S. bicolor (SbSL) zeigte ebenfalls eine sehr
hohe Affinitdt zu den gleichen Glykoproteine wie fliir ZmBGAF, jedoch war die Praferenz zu

Galaktose kaum ersichtlich, stattdessen zeigte N-Acetylgalaktosamin (GalNac) die hochste
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Wirkung der getesteten Monosacchariden.*8 Jedoch ist zu erwahnen, dass fiir die individu-
ellen JRL-Domanenproteine von ZmBGAF und SbSL nach dem Entfernen der DIR-Domédne
keine Zuckeraffinitit fir Galaktose und GalNac mehr nachgewiesen werden konnte.['8%
TaVer2 aus Weizen ist bisher das einzige bekannte MCJ, das keine Spezifitat flir Mannose,
stattdessen eine hohe Priferenz fiir N-Acetylglucosamin und Galaktose aufweist.[8°) Um die
Interaktion der JRL-Domanen mit den unterschiedlichen Zuckern besser zu verstehen, sind

Kenntnisse Uber die JRL-Faltung, -Anordnung und den JRL-Bindebereich notwendig.

JRL-Strukturen — Eine Grundstruktur mit unterschiedlicher Anordnung

Bisher sind kristallographische Strukturen weder fiir Volllangen-MCJ noch fiir getrennte
einzelne MCJ-Domanen (DIR oder JRL) bekannt. Da die Domanenklassifizierung (nach Pfam)
auf der entsprechenden Sequenz beruht, kann von einer dhnlichen Faltung ausgegangen
werden.! Im Fall von JRL sind einige Strukturen bekannt, wie unter anderem fiir gJRL aus
den Samen des Brotfruchtbaums (Artocarpus incisa)?°® und der Jackfrucht (A. integrifolia)>®
2011 sowie fiir mJRL aus Ananas (Ananas comosus)?%?l und Brotfruchtbaum (A. incisq)i2%3
(weitere Beispiele in Abbildung 21). Sowohl gJRL wie auch mJRL weisen die gleiche B-Prisma-
I-Faltung auf, trotz posttranslationaler proteolytischer Spaltung im Fall von gJRL.1'%3] Der B-
Prisma-I-Aufbau besteht aus drei Blattern mit vier antiparallelen B-Strangen, die drei
kanonische griechische Schliisselmotive (Abbildung 20A) 1, 2 und 3 bilden und entlang einer
Langsachse zu einer B-Prismen-Struktur angeordnet sind.[**8 Im Fall von Banlec [mJRL aus
Banane (Musa acuminata)] werden zwei Blatter als kanonische griechische Schlisselmotive
geformt und das Dritte bildet ein pseudogriechisches Schliisselmotiv aus (Abbildung 20B).1204
Trotz vergleichbarer Faltung kdnnen JRL unterschiedlich organisiert sein (s. Abb. 21). Hierbei
ist zu erwdhnen, dass in diesem Abschnitt ausschlieRlich JRL-Anordnungen aus dem
Pflanzenreich beschrieben werden, JRL-Quartarstrukturen aullerhalb des Pflanzenreichs wie
beispielsweise das monomere JRL aus Siugetieren (PDB-Eintrag: 3WOC)2%! werden nicht

dargestellt.
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A) B)

Abbildung 20: Schematische Darstellung eines griechischen Schliisselmotivs. A) Die innere und duRere B-Strange
sind durch Schleifen verbunden. B) Im pseudogriechischen Schliisselmotiv ist das innere Segment nicht mit dem
duBeren Segment verbunden.

Abbildung 21: Dreidimensionale Strukturen von unterschiedlichen pflanzlichen JRLs. Die putative Liganden-
Interaktion wird durch Schleifen auf der Oberseite eines der griechischen Schliisselmotive gebildet (markiert mit
einem *). A) Banlec als Dimer (PDB Eintrag: 3MIU)12°%, B) Calsepa als Dimer (PDB Eintrag: 10UW)?2%7, C) Morniga-
G als Tetramer (PDB Eintrag: 1UGW)[2%8], D) PPL als Pseudo-Hexamer (1ZGS)?%? und E) Heltuba als Oktamer (PDB
Eintrag: 1C3K)R2,

JRL-Merolektine konnen anhand ihrer Quartéarstrukturen in vier Untergruppen eingeord-
net werden.[?°Y Die ersten beiden Untergruppen bilden stabile Dimere aus, entweder mit
einer asymmetrischen tail-to-tail (s. Abb. 21 A) oder mit einer tail-to-head Dimer Konfigura-
tion (s. Abb. 21 B).[204.2071 7yr dritten Untergruppe gehéren sowohl gJRL wie auch mJRL, die in
Lésung und in Kristallform als Tetramer vorliegen (s. Abb. 21 C).[158 203, 211-213] He|typg, ein
mJRL aus der Pflanze Topinambur (Helianthus tuberosus), kristallisiert als Oktamer, das um
eine zentrale Achse eine abgeflachte sternformige Architektur bildet (s. Abb. 21 E), jedoch als

Tetramer in Ldsung vorliegt.21® Das abgebildete mlRL-Hololektin (Abb.21D) aus

57



Biochemische Charakterisierung des Reisproteins OsJAC1

Parkia platycephala (PPL) nimmt eine Sonderform in der Betrachtung von JRL-Quartarstruk-
turen ein. Es ist aus drei modularen JRL-Domanen zusammengesetzt und kristallisiert als

Dimer (wird als Pseudo-Hexamer bezeichnet) in einer ringférmigen Anordnung.2%°
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Charakteristische Interaktion von mJRL mit Kohlenstoffhydratverbindungen

Um ein besseres Verstandnis der unterschiedlichen physiologischen Eigenschaften
(B.1.1.1, S. 50) von mJRL zu erhalten, ist ein detaillierter Kenntnisstand tiber die Interaktion
mit unterschiedlichen Kohlenstoffhydratverbindungen an den Bindestellen unerlasslich. So
wurden mJRLs im Komplex mit unterschiedlichen Monosacchariden (Mannose, Glukose und
ihre Derivate),[203, 206, 209, 212-214] pisacchariden (Laminaribiose, Mannobiose etc.)204 206,210 ynd
komplexen Glykanverbindungen(?!® 216l kristallisiert. Unter anderem zeigten diese Studien,
dass die erste Bindestelle hoch konserviert ist und sich auf der Oberseite des ersten griechi-
schen Schliisselmotivs zwischen zwei Schleifen befindet.[?'”) Die anderen Schleifenregionen
auf der Oberseite des zweiten und dritten griechischen Schliisselmotivs weisen eine hohere
Variabilitat auf, bei der bisher lediglich fir zwei mJRLs eine zusatzliche Bindestelle nachge-
wiesen wurde.[29% 217 Dje Bindestellen von mJRLs kénnen in unterschiedliche Ebenen geglie-
dert werden. Die erste Ebene bildet eine kleine Bindetasche, in der ein Mannose-Mono-
saccharid (bzw. ein Derivat oder Glukose) spezifisch interagieren kann (s. Abb. 22).1166]
Mannose und Glucose haben dabei ein dhnliches Interaktionsmuster, bei dem die Lektine die
dquatoriale Position der 4-Hydroxylgruppe erkennen, im Gegensatz zur axialen 4-Hydro-
xylgruppe in Galaktose.[?*8! Die Monosaccharid-Bindestelle von mJRLs wird aus einer Schleife
mit zwei Gly-Resten gebildet und die zweite Schleife weist das charakteristische Gly-X3-Asp
Bindemuster auf.[?%4l Die zweite Bindestelle in Banlec und AcmJRL weist ein vergleichbares

Bindeprofil mit der ersten Bindestelle auf.[202 204]
A) B)

Hydrophobizitat
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Abbildung 22: Disaccharid-Interaktion (Laminaribiose, graue Stibchen) mit Banlec (PDB-Eintrag: 2BN0).2°¥ A)
Dreidimensionale Oberflachenansicht der Binderegion. Die Farbung der Oberflache erfolgte nach dem Grad ihrer
Hydrophobizitdat. Entsprechend reprdsentieren blaue hervorgehobene Bereiche eine geringe bzw. keine
Hydrophobizitiat und braune hervorgehobene Flachen eine hohe Hydrophobizitat in diesem Bereich. B) Liganden-
Interaktionsschema (Wasserstoffbriickenbindungen) der beteiligten Reste an Bindestelle 1. 2% Darstellung
erfolgte durch Discovery Studio 2021 Client.
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Die Bindestelle der Monosaccharide ist umgeben von einem erweiterten Bindebereich,
der fur die spezifische Erkennung groRerer mannosehaltiger Oligosaccharide oder N-

Glykanketten verantwortlich ist.[166]

Dirigent-Domane in MCJ — wenige physiologische Funktionen sind bekannt

Aufgrund der beiden MCJ-Doméanen (DIR und JRL) wird das Volllangenprotein phylo-
genetisch entweder den DIR-Proteinen oder den Pflanzenlektinen zugeordnet.2% 62 |n
Abschnitt A.1 wurde detailliert die DIR-Proteinfamilie beschrieben. Mitglieder dieser Protein-
familie sind unter anderem im Sekundarmetabolismus von unterschiedlichen phenolischen
Zwischenprodukten involviert, wie etwa in der Synthese von Lignanen,*? aromatischen
Terpenoiden!® sowie Pterocarpanen.?? Dariiber hinaus sind DIR-Proteine an biotischen und
abiotischen Stressreaktionen beteiligt.'”> %8 Jedoch sind nur wenige physiologische
Eigenschaften der DIR-Domane in MClJs bekannt.

Bisher konnte kein Zusammenhang von MCJs in der Regulierung bzw. Beteiligung im
Lignin-Metabolismus nachgewiesen werden.!#7- 1761821 Unterschiedliche Studien zeigten, dass
nach dem Entfernen der DIR-Domane die Agglutinationsaktivitdit von ZmBGAF aufgehoben
wurde’®], die Zuckerbindung der JRL-Doméne verdndert wurdel’® und die Resistenz gegen
Krankheitserreger verloren ging.l'®? Jedoch fiihrte das Entfernen der DIR-Domaine in TaJA1l
aus Weizen zu keiner Veranderung der Zuckerspezifitdt und die Pathogenresistenz wurde
nicht auf die DIR-Doméne zuriickgefiihrt.''®”! Dies verdeutlicht die Dringlichkeit fir weitere
Untersuchungen der DIR-Domadane in MClJs, um ein besseres Verstandnis ihrer Funktion zu

erhalten.
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B.2 Projektbeschreibung

Ein Mitglied der MCJ-Proteinfamilie ist das OsJAC1 (Gen-ID: 0Os12g0247700) aus O. sativa
(Reis). Die Genexpression von OsJAC1 wird in Reaktion auf biotische und abiotische
Stressfaktoren gesteigert.!'°2 1931 Abbildung 23 zeigt eine Ubersicht der bisherigen Kenntnisse
Uber beobachtete physiologische Eigenschaften und ihre Zuckerspezifitat.

Zelluldre Regulierung in OSIACL Breitbandresistenz gegen
Wachstum und Entwicklung r ~N Pathogene

DIR

JRL
Reaktion auf DNA-Schaden

nach Gamma-Bestrahlung
. 7

Abbildung 23: Schematische Ubersicht von physiologischen Eigenschaften von OsJAC1. Das modular aufgebaute
OsJAC1 (Volllangenprotein in blauer Klammer) besteht aus einer Dirigent- Domane (DIR in grau) und einer Jacalin-
dhnlichen Lektin-Doméne (JRL in griin). Die Mannose-Zuckerspezifitat wird auf die JRL-Doméne zuriickgefiihrt*°4
und alle weiteren abgebildeten physiologische Eigenschaften auf das Volllangenprotein OsJAC1.

Mannose spezifisch

In Reis ist die OsJACI-Genexpression insbesondere in Blattern sehr hoch und kann durch
das Stresshormon Methyljasmonat induziert werden.[**# Die konstitutive Uberexpression von
OsJACI in Reis hat einen negativen Einfluss auf das Pflanzenwachstum und fihrt zu kiirzeren
Koleoptilen.®1 Die Autoren Jiang et al. argumentierten daher, dass OsJAC1 eventuell eine
regulatorische Funktion in der Zelle hinsichtlich der Pflanzenentwicklung hat.'®!l Dass OsJAC1
in der Lage ist, die Genexpression zu regulieren und somit sich unter anderem im Zellkern
befinden kann, zeigten Jung et al. (2019).[*%3! Hierbei wurde gezeigt, dass die Uberexpression
von OsJAC1 in transgener A. thaliana zu einer Hyperresistenz gegen DNA-Schiaden nach
Gammabestrahlung fiihrt und somit das Protein eine wichtige regulatorische Funktion in der
Wahrnehmung von DNA-Schiden besitzt.[193!

Eine weitere interessante physiologische Funktion des Proteins ist seine Breitbandre-
sistenz vermittelnde Eigenschaft gegen verschiedene bakterielle und pilzliche Pflanzen-
pathogene, wenn es konstitutiv in Reis, Weizen und Gerste exprimiert wird.[**? Zusatzlich
konnte folgendes gezeigt werden: (1) Die Akkumulation des Volllangenproteins an dem Ort des
Pathogenangriffs, (Il) die JRL-Domane ist flir die Pathogenlokalisierung verantwortlich, (111) die

Interaktion zwischen den getrennten individuellen Doméanenproteinen, (IV) beide Doméanen
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sind flr die Pathogenresistenz notwendig und (V) eine antimikrobielle Wirkung transgener
Pflanzenextrakte.['®2l Die Autoren schlussfolgerten, dass die JRL-Doméane fiir die
Pathogenerkennung und die DIR-Domane fiir die Pathogenabwehr verantwortlich sind.[*%?!

Jedoch fehlt trotz der vielen beschriebenen physiologischen Funktionen von OsJAC1
bisher ein grundlegendes mechanistisches Verstandnis des Volllangenproteins und die Funk-
tionen der einzelnen Domadnen. Zwar wurde die JRL-Domdne von OsJAC1 als Mannose-
spezifisches Lektin beschrieben, jedoch erfolgte die Bestimmung mittels eines Fusionsproteins
der JRL-Doméine mit einem Glutathion-S-Transferase-Tag (GST-Tag).l'®¥ Wie im vorigen
Abschnitt (S. 55) beschrieben, kann sich die Zuckerspezifitdt von MCJs andern, nachdem die
DIR-Doméne entfernt wurde.'81l Damit ist es unabdingbar, die Zuckeraffinitit systematisch
fiir das Volllangenprotein sowie fiir die beiden Domadnenproteine zu untersuchen.

Die vorliegende Arbeit wurde durchgefiihrt, um das Volllangenprotein OsJAC1 und
dessen beiden Einzeldomanenproteine systematisch hinsichtlich ihrer biochemischen und
strukturellen Eigenschaften zu erforschen. Abbildung 24 beschreibt die zum Beginn des
Projekts aufgestellten Arbeitspakete, die Grundlage waren fir die durchgefiihrten Studien in

dieser Arbeit.

OsJAC1 und seine individuellen Domanenproteine (DIR und JRL)

Heterologe Expression

- . Isolation
* Kailteexpression —
*  Wirts-System o . iochemische
. :—Ih;SAé;S;tSrEETag Charakterisierung Strukturbestimmung
’ Zqueraﬁinitét * CD-Spektroskopie
* Oligomerzustand  Rontgenkristallographie

Abbildung 24: Ubersicht der Arbeitspakete zu Beginn des Projekts und deren Hauptbestandteile.

Als wichtiger Meilenstein wurde die heterologe Produktion von OsJAC1 und den beiden
Einzeldomanenproteinen in E. coli definiert. Die I6sliche Produktion und anschlieBende Isola-
tion der Proteine war Voraussetzung flir weitere Studien hinsichtlich biochemischer und struk-
tureller Eigenschaften. Hierflir konnte auf Kenntnisse und Methodenentwicklung vorher-
gehender Abschlussarbeiten in der Arbeitsgruppe Classen zuriickgegriffen werden.[219-221]
Basierend auf diesen Vorarbeiten waren die Ausbeute und die Reinheit des Volllangenproteins

nicht ausreichend.?2% 2211 Auf dieser Grundlage sollten unterschiedliche Optimierungsansitze
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flr die Expression in dieser Arbeit angestrebt werden. AnschlieRend sollte die bisherige
etablierte Isolationsmethode evaluiert werden, die mittels eines Strep-Tags® einen hohen
Reinheitsgrad lieferte, allerdings mit einer geringen Ausbeute.[??1] Ziel war es, einen robusten
Arbeitsablauf vom Gen zum Protein zu etablieren mit einer Kombination aus hoher Reinheit
und Ausbeute, um anschlieRend unterschiedliche biochemische Untersuchungen durchfiihren
zu kdnnen.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von A.V. Fejzagic konnten erste Kristallstrukturen fiir die
JRL-Domiéne von OsJAC1 generiert werden.[?'® Allerdings erfolgte damals noch keine
Beschreibung und kein Vergleich der Domanenstruktur mit anderen Mitgliedern der JRL-
Familie. Diese Einordnung ist Bestandteil dieser Arbeit. Zusatzlich sollten Kristallisations-
versuche fir das Volllangenprotein und das DIR-Domadnenprotein durchgefiihrt werden.
Kenntnis Uber die Struktur der beiden Domanen bzw. des Volllangenproteins konnte zur Auf-
klarung der relevanten Funktion der Pathogenresistenz von OsJAC1 und anderen Vertretern
seiner Familie von entscheidender Bedeutung sein. Langfristig sollte dies potenzielle
Bindungspartner von OsJAC1 offenbaren, welche entweder von den Pathogenen oder von der

Pflanze als Reaktion auf die Infektion stammen.
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B.3 Ergebnisse und Diskussion

B.3.1 Klonierung und Konstruktdesign

Durch vorhergehende Abschlussarbeiten in der Arbeitsgruppe Classen waren bereits
Plasmide fiir das Volllangenprotein OsJAC1 und dessen zwei getrennte Domanen (DIR und JRL)
verfiigbar.[?1°-221] Basierend auf diesen Vorarbeiten hat sich die Expression bei niedrigen
Temperaturen (10 °C) als erfolgversprechendster Ansatz herausgestellt. Dennoch waren die
Ausbeute und Reinheit des Volllingenproteins nicht ausreichend.??! Auf dieser Grundlage
wurden die aus Teil A (A.3.1, S. 23) bereits erarbeiteten Optimierungsansatze fir die Kaltex-
pression von DIR-Proteinen Gibernommen, wie der Einsatz von Additiven (2 % Ethanol).

Im Fall des Volllangenkonstrukts (OsJAC1) wurde der Expressionsvektor vom urspringli-
chen pET15b hin zu einem pCold™ (Takara Bio inc.) Vektorsystem getauscht; letzteres fiihrte
in einigen Fallen zu einer erhohten Loslichkeit und Ausbeute von Proteinen nach der
Kaltexpression.[???l Der Vektoraustausch wurde erfolgreich (iber die Gibson Assembly

Methode fiir das Volllangenprotein durchgefiihrt (C.3.1.1, S. 158).

Ermittlung der Sequenzabgrenzungen der Domanen von OsJAC1

Je nach verwendeten Datenbanken kénnen die Sequenzabgrenzungen der einzelnen
Domainen fiir das gleiche Protein sehr unterschiedlich definiert sein.l??3! Die zur Verfiigung
gestellten Konstrukte fiir die zwei OsJAC1-Domanen (DIR und JRL) weisen jeweils eine
Sequenziiberschneidung von 10 Aminosauren auf (s. Abb. 25 A). Um eine Ubersicht tiber die
Lage dieser Sequenz im Volllangenprotein zu erhalten, wurde anhand des webbasierten
Programms RaptorX[??* ein in silico Modell von OsJAC1 erstellt (s. Abb. 25 B). Der mit
Template basierte Server verwendet fir die Modellierung von Proteinstrukturen bereits
strukturbekannte Homologe aus der Protein Data Bank (PDB)?%! fiir die Berechnung des

in silico Modells.[224]
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A) B)
MADPSKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTS
NDKKTGLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHN
SFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEGDWAIVGGTGQFAMATGVIL
KKMQEQKQYGNIIELTIHGFCPLLKGSQCPVTKIGPWGSSHEGTV
QDITESPKRLESITLYHGWSVDSISFTYLDHAGEKHKAGPWGGPG
GDPIMIEFGSSEFLKEVSGTFGPYEGSTVITSINFITNKQTYGPFGR
QEGTPFSVPAQNNSSIVGFFGRSGKYINAVGVYVQPI

Dirgent

N-Terminus

C-Terminus JRL

Abbildung 25: A) Proteinsequenz von OsJAC1, einschlieflich der DIR-Domane (grau hervorgehoben), der JRL-
Domane (griin hervorgehoben) sowie die Sequenziiberschneidung der zur Verfiigung gestellten Konstrukte
zwischen den beiden Doméanen (orange hervorgehoben). B) Erstelltes OsJAC1-Modell mittels des webbasierten
Programm RaptorX??"! mit der DIR-Domine (grau eingefirbt) und der JRL-Domine (griin eingefirbt). Die
Sequenziiberschneidung der beiden individuellen Domanen ist orange hervorgehoben. Der N-terminale Bereich
der OsJAC1-Sequenz (blau hervorgehoben) ist nicht Teil der individuellen DIR-Doméanensequenz.

Die Qualitat des in silico Modells ist von den eingesetzten Vorlagen, sogenannten ,,Temp-
lates” abhangig. Tabelle 50 (S. 194) listet die eingesetzten Templates und Ergebnisse auf, die
flr die Erstellung des Modells durch RaptorX verwendet wurden. Die Ergebnisse zeigen zwei
unterschiedliche Qualitatsmerkmale fiir die beiden Domanen. Besonders auffallig ist der nicht
modellierte Sequenzbereich am N-Terminus der DIR-Domaéne (Abb. 25 B). Bisher sind vier DIR-
Homologe strukturell beschrieben und sie weisen in einigen Fallen keine Strangerweiterung
in diesem Bereich auf (A.1.3, S. 16), dementsprechend kann RaptorX diesen Bereich nicht
modellieren. Jedoch sind zahlreiche JRL-Homologe-Strukturen bekannt (B.1.1.2, S.52),
wodurch das Modell aussagekraftiger ist fir die JRL-Domane von OsJAC1.

Bei den orange markierten Aminosauren des Volllangenproteins OsJAC1 in Abbildung 25
handelt es sich um die Sequenziiberschneidung der Konstrukte fiir die beiden individuellen
Domaénen. Das in silico Modell (Abb. 25 B) zeigt, dass dieser Bereich Teil der B-Prismen-Faltung
der JRL-Domaéne ist und die Sequenz der individuellen DIR-Domaéane dadurch verlangert wird.
Da dieser Bereich keine strukturelle Funktion in der Domane auslibt, wurde ein Entfernen
dieses Sequenzabschnittes aus der DIR-Domaéne angestrebt. Mit dem sogenannten round-the-
horn-PCR Ansatz konnte erfolgreich eine kiirzere Variante der DIR-Domaéne (DIR-RH) erstellt
werden. Beide Varianten hatten keinen erwdhnenswerten Unterschied in ihrem Schmelz-
punkt- oder Interaktionsverhalten. Deshalb werden, sofern nichts anderes genannt wird,

beide Varianten in dieser Arbeit nicht unterschieden.
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B.3.2 Heterologe Produktion und Isolation von OsJAC1 und der Einzeldoméanen (DIR und
JRL) aus E. coli

In vorherigen Studien wurde OsJAC1 im Zytosol lokalisiert ohne Hinweise auf eine Sekre-
tion.[*®2 Durchgefiihrte in silico Auswertungen bestitigen dies. Mittels SignallP — 5.0 wurde
das Vorkommen von Signalpeptiden in OsJAC1 auf 0,1 % geschatzt.[?26! Unter Anwendung von
DeeplLoc — 1.0 konnte vorhergesagt werden, dass das Protein sich im Zytosol (94,6 %; s

Abb. 26) befindet und zu 96 % Islich ist.[01

Sekretorischer/
Nicht-Sekretorischer Signalweg O

0,012 0,988
Intrazelluldr/ N-terminale
Extrazellular Sequenz
0,986 0,002

0,005 0,008

Mitochondri
Intermeqlares O . OPTS signale itochondrium/

Kompartiment Chloroplast
Extrazellular

0,004 0,0 0,02 0,965 0,002 0,0

ZT-I‘I,Zr:;Lnr:Lannf ER/Golgi O . ONLS . . Chloroplast

Peroxisomen Mitochondrium
0,003 0,001 0,0 0,0 0,02 0,946
Zellmembran Lysosomen Golgi- Zellkern Zytoplasma
Apparat

Abbildung 26: DeeplLoc — 1.01°! Vorhersage iiber die subzelluldre Lokalisierung von OsJAC1 in der Pflanzenzelle.
Zehn verschiedene Kompartimente in der Zelle sind abgebildet: Zellkern, Zytoplasma, Extrazellularraum,
Mitochondrium, Zellmembran, endoplasmatisches Retikulum (ER), Chloroplast, Golgi-Apparat, Peroxisomen und
Lysosomen.

Basierend auf diesen Erkenntnissen kann angenommen werden, dass das Protein nicht
durch Glykosylierung modifiziert wird und somit in E. coli heterolog produziert werden kann.
Nach dem Screening verschiedener Expressionsbedingungen wurden OsJAC1 und seine
beiden separaten Domanen (JRL und DIR) mit Hilfe eines Kaltexpressionsprotokolls (3,5 Tage

bei 10 °C) hergestellt.
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B.3.2.1 Beobachtete Schwierigkeiten im Handling der Proteine

Expressionsprobleme zuriickzufiihren auf kryokonservierte E. coli Kulturen

Es wurde ein Riickgang der Expressionseffizienz von kryokonservierten Glycerinkulturen,
primar von OsJAC1 und DIR-Domanenproteine produzierenden Stammen, festgestellt.
Abbildung 27 zeigt eine Testexpression von zeitgleich hergestellten Kryokulturen von OsJAC1
produzierenden Stammen. Darunter waren Stamme, die nach ihrer Erstellung nicht
verwendet wurden und als back-ups dienten.

Cryol Cryo2 Cryo3 Cryod Cryo5 Cryob
[kDa] M RE /FE RE 7FE RE 7FE RE 7ZFE RE 7FE RE /FE

80
60

40

30

20

10

Abbildung 27: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) von Expressionstest unterschiedlicher kryokonservierter
E. coli Kulturen (Cryo1-6) mit einem pCold IV_OsJAC1 Vektorsystem. Es wurde keine Uberexpression von OsJAC1
festgestellt. Die Abkiirzungen in der Abbildung stehen fiir: M = Marker; RE = Rohextrakt; ZFE = Zellfreier
Rohextrakt.

Bei allen getesteten kryokonservierten E. coli Kulturen mit einem pCold IV_OsJAC1
Vektorsystem wurde keine Uberexpression, im schwarz eingerahmten Bereich, beobachtet.
Ebenso bei Stammen, die zuvor nicht verwendet wurden und als back-ups dienten. Um den
Expressionsunterschied besser zu verdeutlichen, wird als Beispiel fiir eine erfolgreiche Uber-
expression auf Abbildung 29 A (S. 70) verwiesen.

Ein wachstumshemmender Effekt wurde fir OsJAC1 produzierende E. coli Stamme,
anhand von Wachstumskurven, festgestellt.[**?] Da bereits eine geringe basale Expression von
leicht toxischen Proteinen eine negative Auswirkung auf die Stabilitat von Plasmiden haben
kann,!227l ist eventuell die Plasmidstabilitit in den verwendeten kryokonservierten
E. coli BL21 (DE3) Stammen nicht gewahrleistet. Aus diesem Grund wurde in regelmaRigen
Abstanden eine neue Transformation durchgefiihrt. Dabei wurde auf eine Kryolagerung von

etwa einem halben Jahr geachtet.
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Wahl des Isolations-Tags: Strep-Tag® oder His-Tag

In vorausgegangenen Arbeiten konnten die Einzeldomanenproteine von OsJAC1 mit
einem hohen Reinheitsgrad mittels der StrepTactin®-Affinitatschromatographie isoliert
werden. 2202211 Apbildung 28 zeigt coomassiegefirbte SDS-PAGE Gele zu der in dieser Arbeit
durchgefiihrten Proteinisolation der Einzeldomdnenproteine mit einem Strep-Tag®.
Tabelle 12 listet die Expressionsbedingungen und Isolationsergebnisse auf.

A) [kDal M K RE ZFE DF W1 JRL +B) [kDa]M RE ZFE DF W1 DIR

g 80 .
28 i 60 F
‘ § 40 +

40 . v
30 = 8 30 L8 ,
20 e -
- 20 |
)
10

Abbildung 28: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) der heterologen Produktion und Isolierung von A) JRL-
Domane mit einem Strep-Tag® B) DIR-Doméne mit einem Strep-Tag®. M = Marker; K = Kontrolle; RE = Rohextrakt;
ZFE = zellfreier Extrakt; DF = Durchfluss; W1 = Waschfraktion mit 100 % Puffer W. Elution der Proteine (JRL und
DIR) erfolgte mit 100 % Puffer E.

Tabelle 12: Uberblick iiber die Expressionsbedingungen und Ergebnisse der Isolierung durch StrepTactin®-
Affinitatschromatographie von den individuellen OsJAC1-Doméanenproteinen (DIR und JRL).

JRL DIR
Plasmid pET15b pET15b
Wirtssystem E. coli BL21(DE3) E. coli BL21(DE3)
Expressionsbedingung 15 °C fiir 3,5 Tage 15 °Cfir 3,5 Tage
MW [kDa] 18,6 21,2
Reinheit! [%] >95 >95
Ausbeute [mg mL?] 1,0 2,8
VProteinIbsung [ml-] 1,0 1,0
Pellet Grofie [g] 13,0 9,1
KulturgroRe [mL] 500 500

1Geschéatzt tiber die Banden in der SDS-PAGE

Die hohe Isolationseffizienz der beiden Einzeldomanenproteine konnte reproduziert
werden jedoch mit niedriger Ausbeute. Im Fall des JRL-Domanenproteins (s. Abb. 28 A) konnte
beobachtet werden, dass sich ungebundenes Protein in allen beobachteten Fraktionen
befindet. Folglich entstand ein hoher Ausbeuteverlust wahrend der Isolation. Eventuell ist der
Strep-Tag® an der JRL-Domaéane im Vergleich zu der DIR-Doméne schwer fiir das Sdulenmaterial

zuganglich. Daraufhin wurde die Proteinisolation mittels IMAC angestrebt. Durch ein
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optimiertes Isolationsprotokoll (C.3.3.2, S. 167) konnte ebenfalls ein hoher Reinheitsgrad
erreicht werden, gleichzeitig eine hohere Proteinausbeute, wie es in Tabelle 14 (S. 74) zu
sehen ist. Hierbei ist zu erwdhnen, dass sich beide Isolations-Tags am C-terminalen Ende

befanden.
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Doppelbanden im SDS-PAGE aufgrund der Probenvorbereitung

Fir das Volllangenprotein OsJAC1 und die individuelle Domane OsJAC1-DIR sind vermehrt
Doppelbanden im SDS-PAGE beobachtet worden (s. Abb. 29 A), jedoch nicht fur die OsJAC1-
JRL-Domadne (Abb.29 A). Eine proteolytische Abspaltung konnte zunachst nicht ausge-
schlossen werden. Eine weitere Erklarung fir die Gbereinander laufenden Doppelbanden im
SDS-PAGE ist die Bildung von intramolekularen Disulfidbriicken wahrend der Probenvorberei-
tung.[?28] Daraufhin wurde die Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE durch Temperaturredu-

zierung von 90 °C auf 70 °C angepasst (s. Abb. 29 B).

A) 90 °C flir 10 min B) 70 °C fiir 10 min
[ : |
[kDa] M OsJAC1 M K ZFE IRL [kDa] M DIR [kDa] M DIR JRL OsJAC1
E 60
60 60 - 50
50 L
40 i A0 40 40
20 - 30 R
30 X 4 30
r i 25
20 20 i i~ -
20
- — 20 p— -
15
15
10 10
10 10 -

Abbildung 29: A) Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) nach der Probenbehandlung bei 90 °C fiir 10 min von
isolierten OsJAC1-, JRL-Domédnen- und DIR-Domanenproteinlésungen mittels IMAC. Eingerahmt wurden die
entsprechenden Doppelbanden von OsJAC1 und der DIR-Domane. B) Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) nach
der Probenbehandlung bei 70 °C fiir 10 min von isoliertem OsJAC1 und den beiden individuellen Domanen DIR
und JRL. Die Abkiirzungen in der Abbildung stehen fir: M = Marker; K = Kontrolle (pET15b_Leervektor); ZFE =
Zellfreier Rohextrakt.

Durch das Anpassen der Methode konnten die Doppelbanden von OsJAC1 und der DIR-
Domadne verhindert werden. Die zusatzlich zu erkennenden Banden bei etwa 30 und 50 kDa
in der DIR-Domaéne (s. Abb. 29 A) wurden auf nicht vollstandig aufgespaltene Oligomerzu-
stande zurlickgefiihrt. Durch Zugabe von frisch hergestelltem Reduktionsmittel (DTT) in die

SDS-Pufferldsung konnten diese Banden verhindert werden (s. auch Abbildung 44, S. 90).
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Verfarbung der Proteinlésung von OsJAC1 und der individuellen DIR-Domane

Nach der Proteinisolation des Volllangenproteins OsJAC1 und der DIR-Domane konnte
eine leichte rot/gelbliche Verfarbung der Proteinlosung festgestellt werden. Dies deckt sich
mit der Beobachtung fiir das DIR-Doméinenprotein in der Arbeit von T. El Harrar.[?21
Abbildung 30 zeigt dokumentierte Beispiele anhand der DIR-Proteinlésung. Diese Verfarbung

war allerdings nicht fir die individuelle JRL-Proteinlésung (Abb. 27 B) zu erkennen.

A) = B) -
. % 3
DIR DIR JRL
11,6 mg/mL 4,0 mg/mL 5,3 mg/mL
q) [kDa] M RE ZFE W1 DF WF DIR

40

20

10

Abbildung 30: A) DIR-Proteinlésung (11,6 mg/mL) nach Zentrifugalkonzentration im Ultrakonzentrator
(MWCO=10 kDa). B) Vergleich der DIR- und JRL-Proteinlésung nach der Proteinisolation (50 mm KPi-Puffer, pH
7,4). C) Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) der heterologen Produktion und Isolierung der individuellen DIR-
Domane. Die DIR-Bande entspricht der Proteinlésung aus A (11.6 mg/mL). M = Marker; K = Kontrolle; RE =
Rohextrakt; ZFE = zellfreier Rohextrakt; DF = Durchfluss; W1 = Waschfraktion mit 100 % Puffer A (20 mm
Imidazol); WF = Waschfraktion mit 30 % Puffer B (250 mm Imidazol).

Die beobachtete Verfarbung der Proteinlésung nach der Isolation kdnnte entweder durch
Proteinverunreinigungen oder durch mogliche Wechselwirkungen mit niedermolekularen
Verbindungen im Wirtsorganismus (E. coli) erklart werden. Jedoch wurden, wie im oberen
Beispiel fir die DIR-Losung (Abb. 30 C), ebenfalls in SDS-PAGE von OsJAC1-Losungen
(Abb.30B), keine zusatzlichen Proteinbanden identifiziert, trotz Verfarbung der
Proteinlosung. Bei der schwachen zusatzlichen Bande von 20 kDa in der OsJAC1-Probe von
Abbildung 29 B kdnnte es sich um ein JRL-Domanenprotein handeln.

Um die Absorptionswellenlange der Proteinverfarbung zu untersuchen, wurde ein voll-

standiger Wellenlangen-Scan (UV-VIS) durchgefiihrt (s. Abb. 31).
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Abbildung 31: Wellenldngen-Scan (UV-VIS) einer gelblich verfarbten DIR-Proteinlésung mit zwei
unterschiedlichen Konzentrationen (10 und 1 mg-mL™).

Fir den UV-VIS Scan wurden zwei verschiedene Verdiinnungen verwendet (10 und
1 mg-mL?). Bei einer Wellenldnge von etwa 420 — 440 nm ist ein Maximum mit einer breiten
Schulter zu erkennen. Dies deutet darauf hin, dass die Farbe nicht auf die RAYLEIGH-Streuung
zuriickzufiihren ist, sondern eine noch unbekannte Komponente (Produkt aus einem Komplex

oder einer Substanz) das Licht in diesem Bereich absorbiert.
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Identifizierung der Proteinverunreinigung in OsJAC1-Proben

Nach der heterologen Expression und Isolation von OsJAC1 konnten in einigen Fallen
schwach ausgepragte zusatzliche Banden in SDS-PAGE Gelen beobachtet werden. Um die Ver-
unreinigungen zu identifizieren, wurde eine héhere Proteinmenge auf die Gele aufgetragen
(29 pg statt 2,9 pg), entsprechende Banden ausgeschnitten (s. Abb. 32) und anschliefend
mittels MALDI-ToF identifiziert (s. Tabelle 13).

Tabelle 13: Identifizierte Proteinverunreinigungen aus OsJAC1-Proben mittels MALDI-ToF-Analysen.

Bande Protein MW [kDa]! MW [kDa]? e-Wert
1 Chaperon Hsp70 69,0 70 0.00031
2 Glutamin-Fructose-6-Phosphat- 67,1 80 8.4e-8
Transaminase
3 Alkyl-Hydroperoxid-Reductase — 57,7 150 3.1e-6
AhpF
4 UDP-L-Ara4N Formyltransferase 74,3 > 150 8.4e-9

ITheorestische Molekularmasse; 2 Geschitzt tiber SDS-PAGE

Es konnten vier unterschiedliche Proteine identifiziert werden. Proteinverunreinigungen
mit Chaperonen kommen oft vor und kénnen Uber einen weiteren Waschschritt entfernt
werden.[?2% 2301 Bej den drei weiteren identifizierten Proteinen miisste noch gezeigt werden,
ob es sich bei ihnen um unspezifische Verunreinigungen handelt oder sie durch eine

spezifische Protein-Protein-Interaktion mit OsJAC1 aus E. coli co-eluiert werden.

[kpa] M [kDa] M
/] 4
150 1508 3
100 2 100
80 80
60 1 60
OsJIAC1
40 40
— o —
30 30
10 10

Abbildung 32: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) nach Isolierung von OsJAC1. Schwarz eingerahmte Banden
wurden ausgeschnitten und anschlieBend mittels MALDI-ToF analysiert. Es wurde eine héhere Proteinmenge
(29 pg statt 2,9 ug) jeweils aufgetragen, um die schwachen Banden (1 — 4) deutlicher zu erkennen. M = Marker.
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Zusammenfassung der optimierten Expressionsbedingungen

Durch die optimierte Kaltexpression konnte eine robuste und reproduzierbare heterologe
Produktion des MCJs OsJAC1 und seiner beiden individuellen Domanenproteine in E. coli
etabliert werden. Tabelle 14 fasst die wesentlichen Kenndaten der Expressionsbedingungen

und die Ergebnisse nach der Proteinisolation zusammen.

Tabelle 14: Uberblick (iber die Expressionsbedingungen und Ergebnisse der Isolierung durch immobilisierte
Metallchelat-Affinitatschromatographie (IMAC) von OsJAC1 und seinen kinstlich getrennten Domanen (DIR und

JRL).

OsJAC1 DIR-RH JRL
Sequenzbereich 1-3291 5-1621 163 — 3291
Plasmid pCold IV pET15b pET15b

Wirtssystem
Expressionsbedingung

E. coli BL21(DE3)
15 °C fur 3,5 d

E. coli BL21(DE3)
15 °Cfir 3,5 d

E. coli BL21(DE3)
15 °Cfir3,5d

MW [kDa] 35,6 19,3 18,4
Reinheit? [%)] >95 >95 >95
Ausbeute [mg mL1] 10,7 11,6 13,1
VProteinIbsung [m L] 3,5 3,5 3,5
Pellet Grole [g] 7,0 5,4 6,4
Verfarbung Gelb Gelb Farblos
KulturgroRe [mL] 500 500 500

17&hlung ohne Tag und bezogen auf OsJAC1-Sequenz
2Geschétzt Giber die Banden in der SDS-PAGE

Die Hisg-markierten Proteine wurden nach dem Zellaufschluss mittels IMAC isoliert. Die

Reinheit des rekombinanten OsJAC1 und der beiden Domanenproteine nach der IMAC-
Isolierung war hoher als 95 % (Schatzung anhand der entsprechenden SDS-PAGE-Gele, s. Abb.
32).

B.3.2.2 GroRBenausschlusschromatographie von OsJAC1 und seinen zwei Domdnen
Nach der IMAC-Proteinisolation wurden alle drei Proteine durch eine GréRenausschluss-
chromatographie (englisch: size-exclusion-chromatography: SEC) jeweils getrennt. Anhand
des Elutionsprofils wurde untersucht, ob ein weiterer Reinigungsschritt bendtigt wird.
Abbildung 33 zeigt die entsprechenden SDS-Gele der Expression und Isolation (IMAC und SEC)
von OsJAC1 und seine beiden individuellen Domanenproteine. Abbildung 34 zeigt das

Elutionsprofil der SEC-Analyse, die Kalibrierkurve mit Kennwerten ist in Abbildung 35

aufgezeigt.
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Abbildung 33: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) der heterologen Produktion und Isolierung von A) OsJAC1,
B) der JRL-Doméne und C) der DIR-Domane. M = Marker; K = Kontrolle; RE = Rohextrakt; ZFE = zellfreier Extrakt;
DF = Durchfluss; W1 = Waschfraktion mit 100 % Puffer A (20 mm Imidazol); WF = Waschfraktion mit 30 % Puffer
B (250 mm Imidazol); E = Elution mit 100 % Puffer B (250 mm Imidazol); F# = SEC-Fraktion.
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Abbildung 34: SEC-Chromatogramm von OsJAC1 (Blau), JRL-Domane (Griin) und DIR-Domaéne (Grau). SEC-Puffer:
50 mm KPi-Puffer, pH 7,4 und 300 mm NaCl. P1 und P2 sind die unterschiedlichen Signale der entsprechenden
Proteine.

[2"0%3] . Protein Rt[mL] MW [kDa]
y = 430860083 Beta-Amylase 65,08 200

R2 = 0994 ADH 68,32 146

150 ’ Albumin 76,26 66
Carboanhydrase 89,73 29

100 Aprotinin 105,03 6.5
OsJAC1_P1 96,11 14,8

50 OsJAC1_P2 87,6 30,0
DIR_P1 72,21 107,5

0 [mL]  DIR P2 81,34 50,4
60 70 80 90 100 110 Rt 108,7 22

Abbildung 35: Links zu sehen ist die Kalibrierkurve fiir die GroRenausschlusschromatographie; die rechte Tabelle
listet die Kalibrierparameter auf mit den verwendeten Proteinen, den beobachteten Retentionszeiten und den
putativen abgeleiteten Molekularmassen der OsJAC1-Proteine (Volllangenprotein und Doméanenproteine).

Im Elutionsprofil von OsJAC1 (blaue Kurve, Abb. 34) ist eine leichte vorausgehende
Schulter zu erkennen. Eine Peak-Dekonvolutionsanalyse mit OriginPro 2019 hebt ein
mogliches zweites Signal hervor, das von dem Hauptsignal Gberdeckt wird. Die berechnete
Masse des sekunddren Peaks (OsJAC1_P2) entspricht 30 kDa, was dem doppelten
Molekulargewicht des Hauptpeaks (OsJAC1_P1) entspricht. Es ist jedoch wichtig zu beachten,
dass beide berechneten Molekulargewichte unter der theoretischen Masse von 35,5 kDa
liegen. Diese Diskrepanz konnte durch eine ungewohnliche Elution aufgrund einer nicht

globuldaren Form von OsJAC1 oder durch eine Wechselwirkung des Proteins mit der
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Saulenmatrix erklart werden, was ebenfalls zu einer verzogerten Elution fiihren wiirde. Es
konnte kein wesentlicher Unterschied zwischen den untersuchen Fraktionen mittels SDS-
PAGE festgestellt werden. Die Proteinisolation mittels IMAC erbrachte somit bereits eine hohe
Reinheit, wobei die weitere Proteinisolation mittels SEC keine signifikante Verbesserung
erbrachte.

Ahnliche Ergebnisse wurden fiir die Proteine der DIR- und JRL-Doméne erzielt. Die
Doppelbanden bei 20 kDa der DIR-Fraktionen werden, wie bereits zuvor (S. 70) erldutert,
aufgrund der SDS-PAGE-Probenvorbereitung verursacht.

Das SEC-Chromatogramm der DIR-Domane zeigte zwei unterschiedliche Signale, jedoch
konnte durch die SDS-PAGE festgestellt werden, dass alle Fraktionen eine identische Zusam-
mensetzung aufweisen (s. Abb. 33 C). Die identische Zusammensetzung der Fraktionen
deuten auf zwei Oligomere-Spezies hin. Die berechneten Massen der beiden Signale betragen
50 bzw. 107 kDa, was etwa dem Doppelten bzw. Vierfachen der theoretischen Masse von
20,9 kDa entspricht. Diese berechneten Massen kdnnten somit auf eine homodimere und
tetramere Quartarstruktur hinweisen.

Die JRL-Domane wies ein monodisperses Signal mit einer berechneten Masse von 5,2 kDa
auf, was etwa 3,5-mal niedriger als die theoretische Masse von 18,4 kDa ist. Eventuell hat die
JRL-Domaéane den grofiten Einfluss auf das Elutionsverhalten des Volllangenproteins OsJAC1.
Aufgrund der niedrigen putativen abgeleiteten Massen mittels der SEC-Analyse fiir OsJAC1
und der JRL-Domaéne, kann keine Aussage Uber die Oligomerisierung der beiden Proteine
getroffen werden.

Zusatzlich wurde eine mogliche Wechselwirkung zwischen den beiden individuellen
Domadnen untersucht, indem eine stéchiometrische Mischung der Domanen (DIR und JRL)
mittels SEC analysiert wurde (s. Abb. 36). Anschliefend wurden die Fraktionen mittels SDS-
PAGE untersucht (s. Abb. 37).
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Abbildung 36: SEC-Chromatogramm der JRL-Doméne (Griin), DIR-Domane (Grau) und eine stéchiometrische
Mischung der beiden Domanen (Rot). SEC-Puffer: 50 mm KPi-Puffer, pH 7,4 und 300 mm NacCl.
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Abbildung 37: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) der Fraktionen aus der SEC-Untersuchung von einer
daquimolaren Mischung der beiden Domanen (DIR und JRL). M = Marker; Start = DIR- und JRL-Mischung von der
Initiierung; F# = SEC-Fraktion.

Im Fall einer Interaktion zwischen den beiden individuellen Doméanenproteinen wére ein
SEC-Signal zu erwarten. Dies war jedoch nicht zu beobachten, es wurden vergleichbare
Retentionszeiten in der dquimolaren Mischung der beiden Doméanen ermittelt zu den
einzelnen Messungen. Demzufolge kam es zu einer Aufspaltung der beiden Domanen. Es
waren lediglich in den Fraktionen F8 bis F10 drei Banden mit unterschiedlichen Intensitaten

zu sehen (s. Abb. 37), welche der JRL-Domane in geringen Mengen im DIR-Signal entsprechen.
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Auffallend ist der breitere Signalverlauf der JRL-Domane in der Domanenmischung, was even-
tuell durch Wechselwirkungen mit der DIR-Domane verursacht wurde. Jedoch scheint der
Einfluss der Wechselwirkung zwischen der JRL-Domadne und dem Sdulenmaterial groRer als
zwischen den einzelnen Domanen zu sein.

Das Saulenmaterial besteht aus einer Dextran-Matrix (Glukose-Polysaccharid), die
kovalent an eine vernetzte Agarose gebunden ist. In der Interaktionsanalyse mit unterschied-
lichen Sacchariden (B.3.4.1, S. 113) wird gezeigt, dass die JRL-Domaéne spezifische Glukose-
Disaccharide erkennen kann, was zu einer Interaktion mit der Sdulenmatrix und einer anschlie-

Renden Erhohung der Retentionszeit flihren kann.
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B.3.3 Biochemische und strukturelle Charakterisierung

B.3.3.1 Schmelzpunktbestimmung als MaR der Proteinstabilitat

Um Informationen Uber die Qualitat und Stabilitdit der rekombinant produzierten
Proteine zu erhalten, wurden Schmelzkurven mittels Fluoreszenzmessungen in Abhangigkeit
zur Thermostabilitdat [Engl. differential scanning fluorimetry (DSF)] aufgenommen. Das
Verfahren (Engl. thermal shift assay) basiert auf der Messung des intrinsischen Fluoreszenz-
signals der Proteine bei 350/330 nm.[?31 232 Die Aminos&ure Tryptophan ist in erster Linie fiir
das Fluoreszenzsignal in diesem Wellenlangenbereich verantwortlich, wobei die Signal-
intensitat empfindlich gegen die Umgebung des Tryptophans ist. Eine Rotverschiebung des
Emissionsmaximums zeigt den Ubergang in eine Umgebung mit einem hdheren polaren
Anteil.[233 Entsprechend werden in diesem Verfahren die Emissionsmaxima (Amaxem) vOn
gefalteten Proteinen bei einer Wellenlange von 330 nm gemessen, wahrend ungefaltete
Zustinde bei 350 nm beobachtet werden kénnen.[?32l Das Verhiltnis der Signale bei diesen
beiden Wellenlangen wird gegen die Temperatur aufgetragen, um den Schmelzpunkt (Twm)

eines Proteins zu bestimmen. 232

Einfluss der Pufferzusammensetzung auf die Proteinstabilitat
Zunachst wurden unterschiedliche Pufferbedingungen wie der pH-Wert (Abb. 38) und die
Additivkonzentrationen  von  Natriumchlorid (Tabelle 15) getestet, um ideale

Lagerungsbedingungen fiir die Proteine zu testen.

90°C
85°C . 86,6 . 86 4 84,8
MW 835

o 80°C ® 79,9 ¢ 80,6 +788
~ 75°C ¢ 766 W 760
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Abbildung 38: Schmelzpunkte von OsJAC1 und seiner DIR-Doméne (OsJAC1-DIR) in Abhangigkeit des pH-Werts.
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Tabelle 15: Schmelzpunkte von OsJAC1 in Abhangigkeit der Salzkonzentration (NaCl) im Puffer (50 mm KPi, pH
7,4).
Puffer ~ 50 mm KPi, pH 7,4 +50 mm NaCl + 250 mm NaCl + 500 mm NacCl

Tm[°C] 84,8 84,9 85,5 87,4

Es wurde unter den getesteten Bedingungen jeweils ein Schmelzpunkt fir das
Volllangenprotein ermittelt. Allgemein waren die ermittelten Schmelzpunkte unter der
anfanglichen Pufferbedingung (50 mm KPi, pH 7,4) fir das Volllangenprotein OsJAC1 (Tm =
84,8 °C) und der DIR-Domane (Tm = 78,8 °C) bereits sehr hoch. Beide Proteine weisen eine
hohere Stabilitat im sauren als im basischen Bereich auf. Die Zugabe von Natriumchlorid als
Additiv erhéhte den Schmelzpunkt bzw. die Stabilitdt von OsJAC1 lediglich bei einer hohen
Salzkonzentration von 500 mm um ca. 2 K. Aufgrund des hohen ermittelten Schmelzpunkts fir
OsJAC1 und der DIR-Domane unter den anfanglichen Pufferbedingungen (50 mm KPi, pH 7,4)
und der guten Lagerung bei 4 °C wurde auf das Screening von weiteren Pufferbedingungen
verzichtet.

Die Schmelzkurven von OsJAC1 und seinen isolierten Domanen (individuell und gemischt)
unter reduzierenden als auch oxidierenden Bedingungen sind in Abbildung 39 zu sehen sowie

eine Zusammenfassung der Ergebnisse in Tabelle 16.

1,00 OsIAC1 DIR JRL DIR+RL 1,00 OsIAC1 DIR JRL DIR+RL
0,95 0,95
0,90
c 0,90 74,3 °C '
f ol
£ 0,85 0,85
(28]
%’10,80 0,80
S 0,75 0,75
(Ta]
(28]
0,70 0,70
85,1 °C
065 _ 0,65
[°C] °
0,60 0,60 rcl
20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 80 90
A) O mM DTT B) 4 mm DTT

Abbildung 39: Schmelzkurven von OsJAC1 (blau), der beiden individuellen Domé&nen JRL und DIR (griin und grau)
und einer dquimolaren Mischung der beiden Domanen (rot) in A) 50 mm KPi-Puffer (pH 7,4) und in B) 50 mm KPi-
Puffer (pH 7,4) und 4 mm DTT. Die Wendepunkte der Uberginge sind eingekreist und die jeweiligen
Schmelztemperaturen (Tm) angegeben.
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Tabelle 16: Ergebnisse der Schmelzpunktbestimmung mittels DSF fiir OsJAC1 und den einzelnen Domadnen
(getrennt und in einer dquimolaren Mischung JRL + DIR).

DTT [mm] Proteine Ausgﬂang.s— A-Verhiltnis®  Twi [ °C] Tm2 [ °C]
verhaltnis®

0 JRL 0,95 -0,03 n.b. 74,3+ 0,04
0 DIR 0,63 0,23 n.v. 77,4 £0,01
0 OsJAC1 0,70 0,17 n.b. 85,1 +£0,03
0 JRL + DIR 0,76 0,12 60,1+0,02 77,7+0,02
4 JRL 0,96 -0,03 58,4+0,13 n.b.

4 DIR 0,56 0,28 n.v. 76,8 +£0,03
4 OsJAC1 0,70 0,16 59,1+0,01 85,4+0,01
4 JRL + DIR 0,77 0,12 59,6 £0,51 77,3+0,05

@ (350 nm)/1(330 nm);

®[1(350 nm,95 °C)/1(330 nm,95 °C)]-1[(350 nm,20 °C)/1(330 nm,20 °C)]; n.b.

bestimmbar; n.v. nicht vorhanden
Die unterschiedlichen Schmelzkurven der untersuchten Proteine sind in Abbildung 39

aufgefihrt. Die DIR-Domane (grau) zeigte insgesamt das niedrigste Ausgangsverhiltnis der
gemessenen Intensitdten [I(350 nm)/I(330 nm)] sowie das hochste A-Verhaltnis. Das A-Ver-
héltnis beschreibt die Differenz der Intensitdtsverhaltnisse zwischen Anfang und Ende der
Schmelzkurve {Formel: [I(350 nm,95 °C)/I(330 nm,95 °C)]-I[(350 nm,20 °C)/I(330 nm,20 °C)]}.
Aullerdem konnte kein signifikanter Effekt der Redoxbedingungen des Mediums fiir die DIR-
Domane festgestellt werden, da lediglich eine leichte Abnahme des Schmelzpunkts unter
reduzierenden Bedingungen zu beobachten war (0,6 K).

Die Schmelzkurve der individuellen JRL-Domane (griine Kurve) wies ein sehr hohes Aus-
gangsverhaltnis im Vergleich zu den anderen Kurven auf. Mit zunehmender Temperatur nahm
der Wert stetig ab, bis es zu einer deutlichen thermischen Entfaltung kam. Im Vergleich zu der
Saccharid-Bindestelle des JRL-Homologs Banlec aus der Bananenfrucht (Musa acuminata),i2°4
enthalt die JRL-Doméane von OsJAC1 ein Tryptophan in Position W196 an der putativen Binde-
stelle (B.3.4.4, S. 126). Die aromatische Seitengruppe des Tryptophans befindet sich an der
Oberflache des Proteins. Dies konnte das hohe anfingliche Fluoreszenzintensitatsverhaltnis
der JRL-Domane erklaren.

Der Ubergang bei ca. 59 °C in den Schmelzkurven wurde in allen Proben beobachtet, die
die JRL-Domane enthielten (JRL individuell, OsJAC1, JRL+DIR). Besonders auffallig ist der
Schmelztemperaturunterschied von 16 K im Vergleich von reduzierenden und oxidierenden
Bedingungen fiir die JRL-Domaéne. Als Begriindung fiir den Stabilitatsgewinn wurde die Bildung
einer Disulfidbriickenbindung in Betracht gezogen. Allerdings weist die JRL-Domane lediglich
ein Cystein (Cys161) auf, somit kann es sich bei dieser Disulfidbindung ausschlieRlich um eine

intermolekulare Bindung innerhalb von Homodimeren handeln. Das Vorhandensein einer
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Disulfidbriickenbindung wurde zusatzlich durch die Strukturbestimmung der JRL-Domane
nachgewiesen (Abb. 50, S. 100).

Im Falle des Volllangenproteins OsJAC1 kann ebenfalls davon ausgegangen werden, dass
die JRL-Domane eine intermolekulare Disulfidbindung aufweist. In Abwesenheit der Disul-
fidbindung ist der erste Wendepunkt (bei Tw1) deutlich zu sehen (s. Abb. 39 B, blaue Kurve),
was moglicherweise auf eine Denaturierung der JRL-Domdne oder einer Untereinheit
hindeutet. Dieser Ubergang ist unter nicht reduzierenden Bedingungen kaum sichtbar und der
groRte Teil der Verschiebung des Signalverhaltnisses tritt bei Tm2 auf (blaue Kurve in
Abb. 39 A). Da OsJAC1 unter physiologischer Bedingung in einer reduzierenden Umgebung
(Zytosol) vorkommt, kann davon ausgegangen werden, dass beide Ubergangspunkte das
natlirliche thermische Entfaltungsprofil des Proteins widerspiegeln.

Versuche in planta zeigten, dass die kiinstlich getrennten OsJAC1-Domanen miteinander
interagieren.[1®? Basierend auf dieser Erkenntnis wurde eine stdchiometrische (1:2) Mischung
der einzelnen Domanen getestet. Sowohl unter nicht reduzierenden als auch unter redu-
zierenden Bedingungen stimmten die beobachteten Schmelztemperaturen weitgehend mit
den Einzeldomanen (berein, wobei Tm2 in OsJAC1 um ca. 8 K nach oben verschoben ist
(Tabelle 16). Da dieser Ubergang von der DIR-Domane dominiert zu sein scheint, kdnnte diese
Beobachtung darauf hinweisen, dass die kovalente Verknipfung der beiden Module eine
besonders stabilisierende Wirkung auf die DIR-Domane hat. Jedoch ist nicht zweifelsfrei aus-
zuschlieRen, dass der Unterschied in Tm2 zwischen der individuellen DIR-Doméne und der DIR-
Domane im Volllangenprotein auf eine Punktmutation in dem individuell produzierten DIR-

Domanenprotein zurlickzufiihren ist.
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Hypothese: Entfaltet sich die JRL-Domane vollstandig bei Tm1?

Unter reduzierten Bedingungen wurden fiir das Volllangenprotein OsJAC1 zwei Schmelz-
punkte beobachtet (siehe Abb. 39). Jedoch stellte sich die Frage, ob der erste Wendepunkt
der Schmelzkurve (Tmi) bei etwa 59 °C ausschlieBlich auf die JRL-Domane zurlickzufiihren ist
oder auf eine Denaturierung einer Untereinheit der JRL-Domane. Hierflir wurden die Schmelz-
kurven und Proteinkonzentrationen aller drei Proteine (OsJAC1, JRL- und DIR-Domaéne) unter
reduzierenden (10 mm DTT) und nicht reduzierenden Bedingungen (O mm DTT) vor und nach
dem Erhitzen bei 60 °C fir 10 Minuten verglichen. Tabelle 17 listet die Proteinkonzentration
aller drei Proteine auf. Die Schmelzkurve von OsJAC1 vor und nach der Hitzebehandlung wird

in Abbildung 40 gezeigt.

Tabelle 17: Proteinkonzentration von OsJAC1 und den individuellen Domanen (JRL und DIR) vor (HBo) und nach
(HB1) der Hitzebehandlung bei 60 °C fir 10 min. Die Konzentrationen wurden nach der Zentrifugation der
Proteinlésung bestimmt.

DTT Proteine Konzentration-To Konzentration-T:1 Verdanderung der

[mMm] [mg-mL?] [mg-mL1] Proteinldsung?
0 JRL 1,50 1,47 -
10 JRL 1,39 0,33 starke Triibung
0 OsJAC1 11,84 12,26 -
10 OsJAC1 10,10 3,25 Tribung
0 DIR 7,95 8,10 -
10 DIR 6,90 7,40 -

INach der Hitzebehandlung und visueller Beurteilung.

0,86

0,81

0,76

0,71

0,66

Verhaltnis der Flureszenzintensitat bei
350nm/330nm

Temperatur /°C
0,61

20 30 40 50 60 70 80 90 100

Abbildung 40: Schmelzkurve von OsJAC1 unter reduzierender Bedingung (10 mm DTT) vor (blaue Kurve) und nach
(graue Kurve) der Hitzebehandlung bei 60 °C fiir 10 min. Die entsprechenden Schmelzpunkte (Twmi-3) wurden mit
einem Pfeil markiert.

Nach der Hitzebehandlung unter nicht reduzierenden Bedingungen (0 mm DTT) konnte

keine Abnahme der Proteinkonzentration fiir alle getesteten Proteinlésungen festgestellt
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werden (s. Tabelle 17). Jedoch unter reduzierenden Bedingungen (10 mm DTT) wurde eine
hohe Abnahme fiir OsJAC1 und der JRL-Domane beobachtet. Im Fall der JRL-Domane konnte
keine Schmelzkurve nach der Hitzebehandlung mit 10 mm DTT ermittelt werden, was fiir eine
vollstandige Denaturierung unter diesen Bedingungen spricht. Das Volllangenprotein OsJAC1
wies lediglich 30 % der Anfangskonzentration nach der ersten Hitzebehandlung (HB1) unter
reduzierenden Bedingungen auf. Die dazugehorige Schmelzkurve (s. Abb. 40, grau) wies
keinen Wendepunkt mehr bei 59 °C (Twm1,r), sondern einen zuvor nicht beobachteten
Wendepunkt bei etwa 79 °C (Tms) auf. Interaktionstests mit putativen Liganden zeigten einen
Verlust des stabilisierenden Effekts auf die JRL-Doméne, fir die DIR-Doméane war der
stabilisierende Effekt fir beide Schmelzpunkte (79 °C und 85 °C) zu beobachten (s. Abb. 86,
S. 192). Diese Ergebnisse bestatigen, dass die JRL-Domane unter reduzierenden Bedingungen
im Volllangenprotein bei HB1 vollstandig denaturiert ist. Eventuell nimmt eine strukturelle
Untereinheit der DIR-Domane im Volllangenprotein durch die kovalente Bindung zur JRL-
Domane eine neue Konformation ein, was wiederum zu der Schmelzpunkterhéhung um 8 K

im Vergleich zum individuellen DIR-Domanenprotein fiihrt.
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B.3.3.2 Pinoresinol Assay
Klassische Dirigent-Proteine sind beteiligt an der Synthese von Lignan und sind in der
Lage, eine enantioselektive radikalische Kopplung von phenolischen Verbindungen (Coniferyl-
alkohol (5) s. S. 18) durchzufiihren.[’ Um zu testen, ob OsJAC1 bzw. seine DIR-Doméine eine
vergleichbare Aktivitat aufweist, wurde das Volllangenprotein auf eine mogliche enantio-

selektive Kopplung von Coniferylalkohol (5) zu Pinoresinol (1a/b) getestet (s. Abb. 41).
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Abbildung 41: Enantiomereniberschuss von (+/-)-Pinoresinol (ee in %) in Abhangigkeit von der OsJAC1-
Konzentration (um).

Wie in Abbildung 41 zu sehen ist, konnte keine Enatioselektivitat fur die Kopplungs-
reaktion von Coniferylalkohol mit OsJAC1 beobachtet werden. Dies deckt sich mit der
Beobachtung fiir das Homolog TaJAl, wo ebenfalls keine gerichtete Kopplung fiir ein Enan-
tiomer des Pinoresinols ermittelt wurde.*”!

Im Abschnitt B.3.4.5 (S. 131) wird die Binderegion der DIR-Domane von OsJAC1 und der
von klassischen bekannten DIR-Proteinen verglichen und auf die Unterschiede naher

eingegangen.
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B.3.3.3 Erstes Modell fiir das Volllangenprotein OsJAC1
In diesem Abschnitt werden die bisherigen Erkenntnisse zusammengefasst und ein erstes

Modell fiir das Volllangenprotein erstellt (Abb. 42).

Oxidierende Reduzierende
Bedingung Bedingung

74,8°C
59,6°C

77,4°C
76,3°C

85,2°C 59,1°C
85,1°C

Abbildung 42: Modell fir OsJAC1 als Dimer. Die JRL-Domédne hat ein Cystein (Cys161) und kann unter
oxidierenden Bedingungen eine intermolekulare Disulfidbindung bilden. Die angegebenen Temperaturen sind
Schmelzpunkte fir die jeweiligen Doméanen und das Volllangenprotein unter den gegebenen Bedingungen
(oxidierend oder reduzierend).

Der Schmelzpunkt der DIR-Domane war unempfindlich gegeniiber den Redoxbedingun-
gen des Mediums, lediglich eine leichte Abnahme wurde unter reduzierenden Bedingungen
beobachtet (Abb. 42). Es gibt somit keine Hinweise darauf, dass die DIR-Domane in der Lage
ist, Disulfidbindungen zu bilden. Das JRL-Domadnenprotein wies unter reduzierenden
Bedingungen einen niedrigeren Schmelzpunkt als unter oxidierenden Bedingungen auf, was
auf eine mogliche Rickbildung einer intermolekularen Disulfidbindung innerhalb eines JRL-
Homodimers zurlickzufiihren sein kdnnte. Das entsprechende Cystein (Cys161) befindet sich
dabei am N-terminalen Ende der JRL-Domane (Abb. 50, S. 100). Da OsJAC1 jedoch biologisch
in einer reduzierenden Umgebung vorkommt, dem Zytosol, kann davon ausgegangen werden,
dass die Bildung von Disulfidbindungen nicht begiinstigt wird.[234

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass ausschlieBlich die DIR-Domane eine Stabili-
sierung (um bis zu 8 K) im Volllangenprotein im Vergleich zum getrennten Einzeldomanen-
protein erfahrt (Abb. 39, S. 81). Dies deutet auf eine mogliche Interaktion mit einer strukturell
relevanten Untereinheit hin, obwohl der groRte Teil der JRL-Domane bereits entfaltet ist

(Abb. 40, S. 84).
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B.3.3.4 Strukturbestimmung

Fern-UV-Zirkulardichroismus-Spektroskopie zur Bestimmung des Sekundarstrukturgehalts
Um einen ersten Eindruck tber die Sekundarstrukturelemente von OsJAC1 bzw. seinen
beiden Domanen (DIR und JRL) zu erhalten, wurden diese mittels Zirkulardichroismus- (CD)
Spektroskopie unter reduzierenden Bedingungen (4 mm DTT) untersucht. Abbildung 43 A
zeigt die geglatteten CD-Spektren der drei Proteine (Volllangenprotein, DIR- und JRL-Domane)

sowie die abgeleiteten Sekundarstrukturzusammensetzungen (%).
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Abbildung 43: A) Geglittete CD-Spektren durch den Savitzky-Golay-Algorithmus?®*! des Volllangenproteins
OsJAC1 und der Einzeldoméanenproteine JRL und DIR unter reduzierenden Bedingungen (10 mm KPi-Puffer, 4 mm
DTT, pH 7,4). B) Jeweilige geschitzte Sekundarstrukturgehalte (%), ermittelt mit BeStSel.[236]

Flr die Auswertung der Sekundarstruktur wurde die webbasierte Anwendung BeStSel
verwendet.[23] Allgemein sind die Ahnlichkeiten in der Sekundarstruktur zwischen den beiden
Einzeldomanenproteinen und dem Volllangenprotein sehr hoch. Die vorherrschenden
Strukturelemente sind antiparallele B-Faltblatter, wie in Abbildung 43 B zu sehen ist.
Zusatzlich konnten parallele B-Faltblattanteile fir das DIR-Doméanenprotein als weiteres
Strukturelement ermittelt werden. Jedoch ist der Anteil sehr gering und wurde nicht im
Volllangenprotein OsJAC1 nachgewiesen. Eine Konformationsanderung aufgrund der Inter-

aktion zwischen den beiden Domanen im Volllangenprotein OsJAC1 lasst sich anhand dieser
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Daten nicht feststellen. Tabelle 18 zeigt einen Vergleich der CD-abgeleiteten Sekundarstruk-
turschatzungen fir die beiden OsJAC1-Domdnen mit der Zusammensetzung ausgewahlter

Homologe, fiir die dreidimensionale Strukturinformationen verfiigbar sind.

Tabelle 18: Vergleich der Sekundarstrukturzusammensetzung, die durch CD-Spektroskopie fur die OsJAC1-
Domanen (JRL und DIR) und durch Rontgenkristallographie fiir bestimmte Homologe bestimmt wurden [Jacaline
aus Morus indica (gJRL) und aus Musa acuminata (mJRL); Dirigent-Proteine aus Glycyrrhiza echinate (GePTS1)
und aus Arabidopsis thaliana (AtDIR6)].

o-Helix ~ B-Faltblatt  B-Schleife  Weitere Literatur / PDB Eintrag

Protein (%) (%] (%) [%]

OsJAC1-JRL 0 46 12 42 -
gJRL 2 34 23 39 [237]
mJRL 0 731 - 27 4P|F(238]

OsJAC1-DIR 1 47 9 44 -

GePTS1 4 561 - 40 600C!?2!
AtDIR6 0 561 - 44 5LALMYU

'Angabe in der entsprechenden PDB-Datei

Die DIR-Domane von OsJAC1 weist eine Sekundarstrukturzusammensetzung auf, die
ihren Homologen sehr ahnlich ist, wahrend die Zusammensetzung der verschiedenen JRL-
Homologe vielfaltiger erscheint. Nichtsdestotrotz weisen beide OsJAC1-Domanen Strukturele-
mente mit einem hohen B-Faltblattanteil auf und es kann davon ausgegangen werden, dass

sie strukturelle Ahnlichkeiten im Vergleich zu ihren Homologen aufweisen.

Rontgenkristallographie — Proteinstrukturbestimmung

Es wurden vielfdltige Bemiihungen unternommen, um das Volllangenprotein OsJAC1 zu
kristallisieren. Jedoch ergab das Screening von liber 2000 verschiedenen Bedingungen keine
Treffer. Aus diesem Grund wurde eine weitere Strategie verfolgt. Die zwei Einzeldomanen
wurden getrennt voneinander flir das Kristallisationsscreening verwendet. Die hier in dieser
Arbeit beschriebene JRL-Doméane von OsJAC1 wurde bereits in einer vorangegangenen Zu-
sammenarbeit von Alexander V. Fejzagic und Prof. Dr. Oliver H. Weiergrdber kristallisiert.[21°]
Die Kristallisationsansatze, Rontgenstrukturanalyse und Erstellung des Modells der DIR-
Domdne von OsJAC1 wurden im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. Oliver H. Weiergréiber durchgefiihrt. Die in diesem Abschnitt beschriebenen kristallo-
graphischen Ergebnissen resultieren aus dieser Kooperation. Die Beschreibung, Interpretation
der JRL- und DIR-Struktur und alle in dieser Arbeit erwahnten in silico Verfahren, in denen die
beiden Strukturen verwendet wurden, stellen hierbei die Eigenleistung dar.

Die Kristallbildung der DIR-Domane konnte nur unter reduzierenden Bedingungen (1 mm

DTT) beobachtet werden, die erhaltenen Treffer waren jedoch hauptsachlich nadelférmig und
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flr eine Rontgenstrukturanalyse nicht geeignet. Eventuell beeintrachtigte der Hise-Tag die

Kristallisation. Durch einen Thrombinverdau konnte der Hiss-Tag entfernt werden (s. Abb. 44).

1

A) DIR OsJAC1 JRL B) DIR OsJAC1 JRL
f . V1 . V1 . ) ( A o 1 Y A
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Abbildung 44: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) des Thrombinverdaus der Hise-Tags von OsJAC1 und seinen
zwei Einzeldoméanenproteinen (DIR und JRL). A) Reduzierende Wirkung des SDS-Probenpuffers war nicht mehr
gewahrleistet und es konnten unterschiedliche Oligomerzustdnde beobachtet werden. B) Nach Zugabe von 4 mm
DTT in allen Proben, konnte die Oligomerisierung unterbunden werden. M: Marker, #1: Proteinlésung vor
Thrombinverdau, #2: Proteinlésung nach 24 h Thrombinverdau und #3: Proteinlésung nach 48h
Thrombinverdau.

Neben dem individuellen DIR-Domanenprotein wurde ebenfalls der Hise-Tag mit Hilfe
eines Thrombinverdaus fir das Volllangenprotein und des JRL-Doméanenproteins durchge-
fiihrt (C.3.3.7,S. 170). Nach 24 h wurde der Verdau durch eine SDS-PAGE Uberpriift (s. Abb. 44
A). Fir alle drei getesteten Proteine konnte eine Reduktion des Molekulargewichtes um etwa
2 kDa, was etwa dem Hiss-Tag entspricht, beobachtet werden. Jedoch entstanden
unterschiedliche weitere Banden im Vergleich zu der Proteinldsung vor dem Thrombinverdau
(#1 in Abb. 44 A). Die zusatzlichen Banden wurden auf unterschiedliche Oligomerzustdnde
zurlickgefihrt, die durch die Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE nicht aufgel6st wurden.
Nach weiteren 24 h (insgesamt 48 h) wurde eine weitere Probe genommen und in alle SDS-
Proben frisches DTT hinzugegeben (s. Abb. 44 B). Fiir das DIR-Doméanenprotein war die
Entfernung des Tags bereits nach 24 h erfolgreich und durch die Zugabe von DTT konnten alle
zuvor beobachteten Banden der Oligomerzustande (bei etwa 30 und 60 kDa) entfernt werden.
Fiir das Volllangenprotein konnte ebenfalls eine erfolgreiche Entfernung des Tags nach 24 h
beobachtet werden. Dies war jedoch nicht der Fall fiir das JRL-Dom&nenprotein, bei dem nach
48 h weiterhin eine Bande fur unverdautes Protein zu sehen war. Da fiir alle drei Proteine der
Tag sich am N-Terminus befand und im Volllangenprotein (OsJAC1) die DIR-Doméne den Tag
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enthalt, kann davon ausgegangen werden, dass der Tag an der DIR-Domane leichter
zuganglich ist als fur das JRL-Domanenprotein. Diese Beobachtung deckt sich mit dem Strep-
Tag® Isolationsversuch, in dem eine niedrigere Isolationseffizienz flir das JRL-Domanenprotein
zu beobachten war (S. 60). Eine weitere Erkenntnis aus diesem Versuch ist, dass die Bildung
von Oligomeren fir das JRL-Domanenprotein nach dem Entfernen des Tags verbessert wurde.
Insbesondere, wenn die reduzierende Wirkung des SDS-Puffers nicht mehr gewahrleistet war,
war die Bande fiir das JRL-Dimer stark ausgepragt (s. Abb. 44 A; JRL #2). Bei der Bande in der
Hohe von 60 kDa, die in allen JRL-Proben zu sehen war, handelt es sich um Verunreinigungen
des Proteins Cpn60, ein Chaperonin aus E. coli Arctic Express(DE3). Diese Verunreinigung ist
nicht ungewdhnlich nach der Proteinisolation aus E. coli Arctic Express.[103]

Nach dem Entfernen des Hise-Tags wurden neue Kristallisationsansatze fir das DIR-
Domadnenprotein angefertigt und es konnten zwei Kristallformen durch unterschiedliche
Kristallisationsbedingungen (C.3.6.2, S.177) fur die Rontgenstrukturanalyse gewonnen
werden. Zusatzlich zur Apoproteinstruktur der DIR-Domaéane konnte eine DIR-Struktur im
Komplex mit Galactobiose als Ligand nach einem soaking-Experiment erzeugt werden (C.3.6.2,
S. 177). Die rontgenkristallographischen Daten, die in dieser Arbeit behandelt werden, sind in

Tabelle 19 zusammengefasst.
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Tabelle 19: Kristallographische KenngroRen der beiden erfassten OsJAC1-DIR Domanenstrukturen und die DIR-
Domane im Komplex mit Galactobiose.

Interne Bezeichnung DIR46 DIR48 DIR-lig
PDB-Eintrag 7R5Z 7YWE 7YWF
Beamline ID30A-3 (ESRF) ID30A-3 (ESRF) ID23-1 (ESRF)
Detektor EIGER 4M EIGER 4M EIGER2 16M
Wellenlinge [A] 0,968 0,968 0,775
Raumgruppe P212121 H 3 (R3:H) H 3 (R3:H)
Einheit Zelle

a, b, c[A] 49,0/87,4/93,7 158,9/158,9/47,9 158,1/158,1/48,7
a, B,yvI[°] 90/90/90 90/90/120 90/90/120
Auflésung [A] 43,68 -1,75 45,87 -2,15 45,90 - 2,60
(high resolution bin) (1,80-1,75) (2,21 -2,15) (2,67 —2,60)
Anzahl Reflektionen 41.085 24.425 13.939
Multiplizitat 13,7 (13,2) 4,2 (4,4) 5,7 (5,8)

Vollstandigkeit [%]

99,4 (97,6)

99,7 (99,9)

99,9 (100,0)

I/ol 10,11 (0,69) 7,83 (0,68) 6,02 (0,51)
CCiy2 99,8 (34,6) 99,8 (35,3) 99,5 (38,1)
Rmeans [%] 13,9 (439,7) 12,4 (276,8) 20,4 (325,6)
Verfeinerungsstatistik
Anzahl Reflektionen 41050 24347 13912
Rwork [%] 19,10 21,78 24,24
Rfree [%] 22,90 25,44 27,77
RMSD-Bindungen [A] 0,006 0,002 0,002
RMSD Winkel [°] 0,863 0,460 0,567
<B> [A?] (Anzahl Atome)
Protein 55,4 (3352) 80,3 (3204) 111,4 (3109)
Wasser 49,6 (120) 68,7 (26) 97,1 (5)
Sonstige 47,2 (6) 96,4 (28) 118,5 (90)
Ramachandran Plot
Bevorzugt [%] 96,27 96,24 95,07
Erlaubt [%] 3,03 3,05 4,23
AusreilRer [%] 0,70 0,70 0,70
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Proteinstruktur der OsJAC1-DIR Domidne

Die Kristallstruktur von OsJAC1-DIR wurde mit einer Auflosung von 1,75 beziehungsweise
2,15 A bestimmt. Als Suchmodell wurde PsPTS1 (PDB Eintrag: 600D)22 verwendet. Dies
entsprach der Struktur aus der Protein Data Bank (PDB) mit der hochsten Sequenzidentitat
(26,3 %). Die beiden erhaltenen Struktur-Modelle gehéren zur Raumgruppe P 212121 und
R 3:H und sind gekennzeichnet durch Rwork und Rfree mit 19 % und 22 % bzw. 23 % und 25 %
(s. Tabelle 19 fiir zusatzliche Statistiken zur Modellverfeinerung). In allen zwei Modellen fiir
die DIR-Domane von OsJAC1 (DIR46 und DIR48) sind drei unabhiangige Monomere in der
asymmetrischen Einheit des Kristalls abgebildet (siehe Abb. 45). Die drei unterschiedlich
langen Ketten bilden jeweils eine nichtkristallographische Symmetrie entweder gegen den
Uhrzeigersinn (s. Abb.45 A) oder im Uhrzeigersinn (s. Abb.45 B). Bedingt durch
unterschiedliche Umgebungen in den Kristallen kann in beiden erstellten DIR-Modellen der
N-Terminus von Kette B deutlicher weiterverfolgt werden als in den anderen Ketten, wodurch
das B-Faltblatt des Nachbarmonomers erweitert wird. Die Trimer-Anordnung in beiden
Modellen ist bisher der einzige bekannte Oligomerzustand fiir DIR- und DIR-dhnliche Proteine

nach der Kristallisation.[22 41, 44]
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A) B)

DIR48:
A:Asn19 — Leul56
B: Ser5—Leul56

DIR46:

Abbildung 45: A) Modell DIR46 (PDB: 7R5Z) der Raumgruppe P212121 und B) das Modell DIR48 (PDB: 7YWE) mit
der Raumgruppe R3:H. OsJAC1-DIR-Domanenstruktur-Modell als Trimer in der asymmetrischen Einheit (CsAchse
wurde mit einem schwarzen Dreieck markiert). Die Ketten und ihre Langen sind farblich hervorgehoben. C)
Strukturelles Alignment der beiden DIR-Modelle (DIR46 und DIR48) als Trimer. Beide Modelle weisen die gleiche
Orientierung auf und alle drei Monomere eines Modells sind ineinander um eine zentrale Achse verdreht. D)
Strukturelles Alignment aller Monomere aus DIR46 und DIR48. Darstellung der achtstrangigen B-barrel-Faltung,
die aus zwei gewundenen antiparallelen B-Faltblattern besteht. Die senkrecht gestrichelte Linie stellt die C»-
Achse flr die beiden Seitenansichten dar. Schleifen (S1 — 8) sind gelb hervorgehoben und B-Strange (1 — 8) sind
grau schattiert. Der N-terminale Bereich ist rot hervorgehoben und der C-terminale Bereich ist griin eingefarbt.

Verursacht durch die Kristallisationsbedingung konnten unterschiedliche co-kristallisierte
Additive in den beiden DIR-Modellen beobachtet werden. In DIR46 befindet sich ein
Calciumion zwischen den drei Monomeren in der Nahe des N- bzw. C-terminalen Bereichs.
Chloridionen befinden sich in diesem Modell an der Oberflaiche entgegengesetzt zu den
Termini, am anderen Ende der B-barrel-Faltung. In DIR48 ist Phosphat in unterschiedlichen
Positionen der Peripherie des Trimers zu sehen und in einer Position von Kette A wurde
2-Methyl-2,4-pentandiol (MPD) komplexiert. Die Trimer-Anordnung in beiden DIR-Modellen

weisen die gleiche Orientierung auf, wie zu sehen ist nach einem strukturellen Alignment
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(Abb. 45 C). Die einzelnen Monomere sind dabei ineinander um eine zentrale Achse verdreht
und decken eine Oberfliche von 900 A? ab.

Ein weiteres strukturelles Alignment aller Monomere aus DIR46 und DIR48 verdeutlicht den
achtstrangigen B-barrel-Aufbau, der aus zwei gewundenen antiparallelen B-Faltblattern
besteht (s. Abb. 45 D). Die erste Seite wird aus den Strangen B1, B6, B7 und B8 gebildet und
die zweite Seite aus den Strangen B1°, B2, B3, B4, B5 und B6 (in Teilen). Das Alignment aller
DIR-Monomere hat eine mittlere quadratische Abweichung [engl. root mean square deviation
(RMSD)] zwischen den Ca-Atomen von 0,423 — 1,138 A. Wie in Abbildung 45 D zu sehen ist,
ergibt sich die groRte Abweichung durch den N- und C-terminalen Bereich (rot und grin
eingefarbt). Hier zeigt sich, dass insbesondere der N-terminale Bereich dynamisch ist und dies
Auswirkung auf die Faltung des B1-Strangs hat, wodurch verschiedene Anordnungen in
diesem Bereich zu sehen sind. Alle anderen B-Stringe weisen eine hohe strukturelle Uber-
einstimmung auf. Hingegen zeigen die Schleifen (gelb hervorgehoben in Abb. 45 D) des DIR-
Strukturmodells eine hohere strukturelle Varianz auf. Auffallig ist dabei, dass die langste
Schleife (S2 mit 12 Resten) weniger strukturelle Unterschiede zwischen den DIR-Monomeren
aufweist als kiirzere Schleifen wie S3 (8 Reste), S5 (8 Reste) und S6 (4 Reste). Dies sind eben-
falls die Schleifen, die keine Interaktion zwischen den DIR-Monomeren im Trimer eingehen
und von dem asymmetrischen Zentrum weggewandt sind. Die Wechselwirkung im Trimer wird
durch die beiden Abbildungen 46 (Monomer A und B) und 47 (Monomer A und C) schematisch
dargestellt, welche durch DIMPLOT23! erstellt wurden und anschlieRend graphisch mittels

PowerPoint® nachgestellt wurden.
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Abbildung 46: DIMPLOT:23®! Wechselwirkung der Reste an der Grenzfliche zwischen Kette A und B des DIR46-
geordnet nach der Sequenz von Kette A.
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Abbildung 47: DIMPLOT:!%3% Wechselwirkung der Reste an der Grenzfliche zwischen Kette A und B des DIR46-

Strukturmodells. Die horizontale gestrichelte Linie stellt die Grenzflache zwischen den beiden Ketten dar. Reste

geordnet nach der Sequenz von Kette A.
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In beiden erhaltenen DIR-Modellen kann der N-Terminus von Kette B deutlicher weiter-
verfolgt werden als in den anderen Ketten. Diese Erweiterung ist nicht in der Faltung des
B-barrels involviert. Der N-terminale Bereich von Kette B wechselwirkt hauptsachlich tber
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem N-terminalen Bereich und dem p1-Strang des
Nachbarmolekils (Monomer-A in DIR46 und Monomer-C in DIR48). Jedoch findet diese
Interaktion nur mit dem Backbone der Peptidkette statt und ist somit unabhangig von der
Sequenz in diesem Bereich. Die restlichen Interaktionen entlang der Grenzflache sind
hauptsachlich von hydrophoben Wechselwirkungen gepragt, wodurch sich zwischen den drei
DIR-Monomeren ein hydrophober Kern ausbildet. Hierbei sind insbesondere die Reste aus den
Strangen B2, B3, B4, B5 und B6 und den Schleifen S2, S4 und S7 in der Interaktion zwischen
den Monomeren beteiligt. Dementsprechend findet die Interaktion hauptsachlich auf einer
Seite des antiparallelen B-barrels statt (s. Abb. 48 A). Abgesehen von dem N-terminalen
Interaktionsbereich der Kette B waren sich die Interaktionen zwischen den insgesamt sechs
Grenzflachen (jeweils zwei Monomere in beiden Struktur-Modellen) sehr dhnlich. So wurde in
den meisten Fallen eine Wasserstoffbriickenbindung der Seitenketten Ser40 mit Asp46 und
His86 mit Ser88 und Ser90 beobachtet. Im letzten Fall bildet sich eine Art ReiBverschluss,

durch den sich die Reste ineinander verhaken (s. Abb. 48 B).

Ser90
Ser88

His86

Ser40

Asp46>

Abbildung 48: A) Struktur des OsJAC1-DIR-Domanenproteins mit transparenter Oberflache. Die beteiligten Reste
der Wasserstoffbriickenbindung zwischen den Monomeren in dem kristallographischen Trimer sind farblich
hervorgehoben (blaue Reste). B) Ausschnitt der Interaktion von His86 mit Ser88 und Ser90 zwischen den drei
DIR-Monomeren. C) Ausschnitt der Interaktion von Ser40 mit Asp46 zwischen den drei DIR-Monomeren.

Die an der Wasserstoffbrickenbindung beteiligten polaren Reste sind entlang zweier
diagonaler Ebenen in der DIR-Doméne zueinander versetzt (s. Abb. 48 A). Die Reste His86,
Ser88 und Ser90 auf dem B-4-Strang bilden eine diagonale Ebene und Ser40 mit Asp46 eine
weitere Ebene. Durch das ineinander Verdrehen der Monomeren im Trimer (s. Abb. 45 S. 94)
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um eine zentrale Achse kénnen die zwei diagonalen Ebenen eines Monomers jeweils mit zwei
Nachbarmonomeren interagieren und bilden somit eine dreieckige Flache aus (s. Abb. 48 B
und C). Diese Anordnung und die Interaktion zwischen den Monomeren erklart die niedrige
strukturelle Varianz der Schleife S2, da sie dadurch stabilisiert wird und damit ihre lange offene

Konformation erméglicht wird.

Vergleich von Strukturmodellen zwischen OsJAC1-DIR und Homologen
Das strukturelle Alignment der OsJAC1-DIR-Domane mit Homologen wie AtDIR6 (s.
Abb. 49 A) und PsPTS1 (s. Abb. 49 B) hatte einen RMSD von 0,981 A fiir die B-barrel-Struktur

und zeigte hohere RMSDs von 4,7 bzw. 3,2 A (unter Beriicksichtigung aller Ca-Atome).

Abbildung 49: Alignment von OsJAC1-DIR-Domane (grau hervorgehoben; Kette A von DIR46) mit A) AtDIR6 (rot
hervorgehoben; PDB Eintrag: 5LAL) mit Glykosylierung an zwei Positionen (Asn59 und Asn123).4Y B) PsPTS1
(griin hervorgehoben; PDB Eintrag: 500D).?2 Schleifen der 0OsJAC1-DIR-Domine (S1 — S8) wurden
gekennzeichnet.

Grundsitzlich zeigt das Struktur-Alignment eine hohe Ubereinstimmung in der B-barrel-
Faltung und verdeutlicht die hohe strukturelle Konservierung dieser Proteinfamilie (Pfam Ein-
trag: PF03018).[16 2401 Dje erhéhte Abweichung nach Beriicksichtigung aller Atome ist auf die
Schleifenstruktur in den Proteinen zurlckzufiihren. Insbesondere die Schleifen an der
putativen Bindestelle (S2, S4, S6 und S8) unterscheiden sich in ihrer Ldnge und ihren Konfor-
mationen. Eventuell sind die Schleifen fir die Modellierung der Funktionalitdt des Proteins
verantwortlich. In Abschnitt B.3.4.5 (S. 131) wird detaillierter auf den putativen Bindebereich

der OsJAC1-DIR-Domaéne eingegangen.
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Proteinstruktur der OsJAC1-JRL-Domane

Die Kristallisation der JRL-Domane wurde bereits in einer vorherigen Kooperation mit
Prof. Dr. Oliver Weiergréiber durchgefiihrt,21°! allerdings erfolgt die Beschreibung und
Interpretation der Struktur im Rahmen dieser Arbeit. Beide erhaltene kristallographischen
Modelle der JRL-Domane (Interne Bezeichnung: JRL8 und JRL11) kristallisierten als Dimer pro
asymmetrische Einheit (s. Abb. 50 A). Die OsJAC1-JRL-Domane hat eine B-Prisma-I-Faltung, die
aus drei vierstrangigen antiparallelen B-Faltblattern besteht. Zwei dieser Blatter sind
kanonische griechische Schliisselmotive. Im dritten Fall bildet sich ein pseudogriechisches
Schlisselmotiv aus, welches durch N- und C-terminale Segmente des Proteins geformt wird,

um das duRere bzw. innere Paar von Strangen zu bilden (s. Abb. 50 B).

A) Kette-A: Kette-B: B)
JRLS Griechischer Schlissel:
JRL11 JRL11 I B1,B2,p11,B12

Abbildung 50: Struktur des OsJAC1-JRL-Domanenproteins. A) JRL8 (PDB: 7YWG) und JRL11 ((PDB: 7YWW) interne
Bezeichnung der JRL-Struktur-Modelle) als Dimer in der asymmetrischen Einheit mit den jeweiligen Ketten
farblich hervorgehoben. In beiden Struktur-Modellen hat das Homodimer eine Disulfidbindung zwischen den
Monomeren an Cys161. B) Tertidrstruktur eines JRL-Monomers. Die drei vierstrangigen antiparallelen B-
Faltblatter und ihre Schleifen wurden farblich hervorgehoben. Bei den griechischen Schliisselmotiven Il & IIl
handelt es sich um echte und bei | um ein pseudogriechisches Schliisselmotiv. Der N-Terminus (mit N gekenn-
zeichnet) befindet sich bei GIn160 und die JRL-Sequenz endet bei Pro305 (C-Terminus; mit C gekennzeichnet).

Die beiden Ketten des Dimers von OsJAC1-JRL sind (iber eine symmetrische Disulfidbin-
dung verbunden, die durch einen Cystein-Rest nahe dem N-Terminus (Cys161) gebildet wird.
Bisher wurde nur fiir das JRL-Homolog in der Perlmuschel (Pteria penguin) von einer solchen
Disulfidbindung (Cys161-Cys161) zwischen den Untereinheiten berichtet, aber in diesem Fall
wurde die Bildung durch Cysteine an den C-Termini vermittelt.?*!] Abbildung 51 zeigt die

Wechselwirkung der Reste an der Grenzflache im JRL8-Modell.
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10
B . 3 \ :
Kette A Cysi61 @ Lys165 @ Glyie7
p1
1

4

Bl B10 p12

Legende

O Hydrophobe Wechselwirkung 0 Wasserstoffbriickenbindung durch Seitenkette

Wasserstoffbriickenbindung durch Backbone mmmp B-Faltblatt <= Interaktion

Abbildung 51: DIMPLOT:2**! Wechselwirkung der Reste an der Grenzfliche zwischen Kette A und B des JRL8-
Strukturmodells. Die horizontale gestrichelte Linie stellt die Grenzflache zwischen den beiden Ketten dar. Reste
sind geordnet nach der Sequenz von Kette A. Die Disulfidbriickenbindung zwischen den zwei Monomeren ist mit
einem roten Balken dargestellt in Position Cys161.

Auf der Interaktionsgrenzfliche zwischen den beiden JRL-Monomeren sind sowohl
hydrophobe als auch polare Wechselwirkungen beteiligt. Damit wird eine Flache von 800 A?
auf beiden Seiten abgedeckt. Aufgrund der Disulfidbrickenbindung zwischen den beiden
Monomeren wird eine asymmetrische (tail-to-tail) Dimer Konfiguration gebildet, dhnlich wie
fir Banlec und AcmJRL.1202 2041 Dje Asymmetrie zwischen den beiden JRL-Monomeren wird
sehr gut in der Interaktionsgrenzflache verdeutlicht (s. Abb. 51). Fiir die Interaktion sind
hauptsachlich die Reste in den beiden Strangen B1 und B10 beteiligt, die ab Pro274 antiparallel
zueinander verlaufen. Insgesamt deutet die enge Interaktion zwischen den Untereinheiten auf
eine physiologisch relevante Funktion hin. Folglich ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei der
Disulfidbindung um ein Artefakt in der Kristallisation handelt, da diese ebenfalls in beiden

Kristallformen (PDB: 7YWG und 7YWW) konsistent beobachtet wurde (s. Abb. 50). Ebenfalls
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konnte im Volllangenprotein die gleiche Disulfidbindung vorkommen, wie bereits zuvor im

Abschnitt B.3.3.1 (s. S. 80) beschrieben.

Vergleich von Strukturmodellen zwischen OsJAC1-JRL und Homologen

Eine NCBI BLAST®-Suche der OsJAC1-JRL-Domanensequenz mit dem DELTA-BLAST-
Programm(?*?l ergab 55 Treffer fiir strukturbekannte JRLs in der PDB-Datenbank (Stand
18.12.21). AnschlieBend wurde ein Alighment der Treffer mittels Clustal Omega (EBI)11%)
durchgefiihrt und damit ein phylogenetischer Baum mittels iTOL[% erstellt (s. Abb. 52). Aus
Ubersichtsgriinden wurde fiir die phylogenetische Darstellung jeweils ein Vertreter einer JRL-
Struktur verwendet. Zum Beispiel wurden Isoformen und gleiche JRL-Strukturen im Komplex

mit einem Liganden aussortiert.
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Abbildung 52: Phylogenetischer Baum von strukturbekannten JRLs aus der PDB-Datenbank identifiziert mittels
DELTA-BLAST-Programm(?*? (NCB/). Die Bezeichnung der einzelnen Claden erfolgte nach dem folgenden Prinzip:
Lektin-Name_PDB-Eintrag_Sequenzbereich.

Die phylogenetische Analyse zeigt eindeutig, dass die JRL-Domadne von OsJAC1 sich in

einem Ast mit zwei enthaltenen Clustern befindet. Ein Cluster (griin hervorgehoben) wird
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durch unterschiedliche mJRLs aus einkeimblattrigen Pflanzen (Monokotyledone) gebildet wie
z.Bsp. SalT aus O. sativa und das zweite Cluster aus Eudikotyledone mJRLs wie Heltuba (aus
Helianthus tuberosus). Ein weiterer Ast innerhalb des Pflanzenreichs wird durch JRLs aus der
Familie der Moraceae gebildet, die sowohl gJRL (Jacalin) als auch mJRL (Frutapin) aufweisen.
Dariber hinaus wurden JRL-Mitglieder auRerhalb des Pflanzenreichs identifiziert, die eine
Sequenzahnlichkeit zwischen 16 % (Mevo lectin) und 22,6 % (Griffithsin) zu OsJAC1-JRL
aufwiesen. Dies verdeutlicht die weite Verbreitung von JRLs in verschiedenen taxonomischen
Gruppen. Die Malay Banlec-Mutante mit einer Punktmutation (His84Thr; s. Abb. 52) weist
einen hoheren Verwandtschaftsgrad zu OsJAC1-JRL auf als ihr Wildtyp. Die Autoren konnten
zeigen, dass durch die Mutation die Mitogenitat von Banlec reduziert werden konnte, jedoch
die antivirale Aktivitit beibehalten werden konnte.[243]

Tabelle 20 vergleicht OsJAC1-JRL Homologe mit dem hochsten Verwandtschaftsgrad hin-
sichtlich ihrer strukturellen Abweichung (RMSD), Sequenzahnlichkeit (bezogen auf die
OsJAC1-JRL-Domane) und ihrer Zucker-Spezifitat.

Tabelle 20: Vergleich der strukturellen Abweichung (RMSD in A), Sequenzihnlichkeit und Zucker-Spezifitat von
OsJAC1-JRL Homologe.

Protein (PDB-Eintrag) RMSD [A] Sequenzahnlichkeit [%)] Zucker-Spezifitat

SalT (5GVY) 0,865 — 1,306 41,7 Poly-Mannose!?%°!
AcmlJRL (6FLW) 0,752 -1,129 42,4 Mannopentaose!20Z
Banlec (4PIF) 0,873 -2,268 38,2 Laminaribiose294

PPL (4MQO) 1,024 — 4,302 35,7 Mannose[209
Heltuba (1C3K) 0,893 — 2,798 36,7 Mannotriose!210!
Calsepa (5XFI) 1,012 — 4,941 36,9 Komplexe Glucanel?1%]

MornigaM (1XXQ) 0,773 -2,611 40,5 Mannose[24
Ipomoelin (3R50) 0,768 — 6,792 50,8 Mannosel213]

Wie aus der oberen Tabelle zu entnehmen ist, ist die Struktur der JRL-Doméane von OsJAC1
hoch konserviert in unterschiedlichen Pflanzenarten. Die hdchste strukturelle Uberein-
stimmung hat die OsJAC1-JRL-Doméane mit AcmJRL (JRL aus Ananas), die vergleichbar zu der
Abweichung zwischen den zwei OsJAC1-JRL-Strukturmodellen (JRL8 und JRL11; RMSD der Ca-
Atome von 0,585 — 1,02 A) ist. Die hochste Sequenzihnlichkeit von 50,8 % hat Ipomoelin (JRL
aus der StiRkartoffel; Ipomoea batatas), jedoch weist es eine hohe strukturelle Abweichung

auf, wenn alle Ca-Atome einbezogen werden (RMSD von 6,792 A). Diese Abweichung ist auf
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zwei zusitzliche kurze B-Strdnge am N-Terminus von Ipomoelin zuriickzufiihren.[?23! Alle
OsJAC1-JRL Homologen aus Tabelle 20 sind in der Lage, mindestens Mannose zu binden und
sie weisen eine hohere Bindediversitat auf flir komplexe Polysaccharide, bestehend aus
Mannose oder Glukose. Eine weitere Unterscheidung ist die Anzahl der Bindestellen eines JRL-
Proteins. Bisher wurden nur fir mJRLs aus einkeimblattrigen Pflanzen zwei Bindestellen
nachgewiesen (Banlec und AcmJRL)(29% 2041 mit Ausnahme von SalT, welches eine Bindestelle
fir Kohlenstoffhydrate enthilt.[?2> Somit kommen nur in einkeimblattrigen Pflanzen mJRLs
mit sowohl einer oder zwei Bindestellen vor. Die Positionen der Bindestellen werden in

Abbildung 53 dargestellt.

Griechischer Schliissel:
.. B1,B2 B11,p12

Bindestelle 1

Griechischer Schliissel:
.. B1,B2 B11,B12

Bindestelle 1

Abbildung 53: Strukturelles Alignment der OsJAC1-JRL-Doméne (griechische Schliisselmotive wurden farblich
hervorgehoben) mit A) SalT (PDB Eintrag: 5GVY) und B) AcmJRL (PDB Eintrag: 6FLY)?%?, Beide Homologe lagen
im Komplex mit Mannose (griin hervorgehoben) vor und die entsprechenden Bindestellen wurden eingekreist.

Die B-Strange der beiden Homologen innerhalb der griechischen Schliisselmotive weisen
jeweils eine hohe strukturelle Ubereinstimmung mit der OsJAC1-JRL-Doméine auf. Die héchs-
ten Abweichungen sind jeweils in den Schleifen auf der Prismagrundflache nahe des N- und C-
Terminus und an dem putativen Bindebereich (s. eingekreiste Bereiche in Abb. 53) zu
erkennen. Die Bindestellen befinden sich jeweils auf der Grundflache eines griechischen
Schliisselmotivs (I und 1) und werden jeweils von zwei Schleifen gebildet. Innerhalb der

putativen Bindestellen weist die OsJAC1-JRL-Domédne die hochste strukturelle
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Ubereinstimmung mit AcmJRL auf und kénnte somit ein Indiz sein, dass die OsJAC1-JRL-

Domaéne ebenfalls zwei Bindestellen enthélt (Ndheres in Abschnitt B.3.4.4, s. S. 126).
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B.3.3.5 Untersuchung der Oligomerisierung von OsJAC1

Bestimmung der apparenten Molekularmasse mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS)
Es wurden dynamische Lichtstreuungsmessungen (DLS) durchgefiihrt, um den Einfluss
verschiedener Pufferbedingungen auf das GroéRenverteilungsprofil des Volllangenproteins

OsJAC1 zu bestimmen (s. Tabelle 21).

Tabelle 21: Dispersitdt und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in Abhdngigkeit von verschiedenen
Pufferadditiven, bestimmt durch DLS. Die berechneten Molekulargewichte der niedrigsten und hochsten
vorkommenden Spezies sind aufgefiihrt und die entsprechenden Diagramme finden sich im Anhang (S. 188). Alle
getesteten Bedingungen wurden mit 15 mm TRIS-HCI-Puffer durchgefihrt.

Min. Max.

Puffer MW MW Anzahl Spezies Oligomer?

[kDa] [MDal]
15 mmMm TRIS-HCI pH 7,4 308 26,95 2 Nonamer
+ 150 mm CaCl; 268,8 3317 n.b. Octamer
+ 50 mm Laktose 187,4 1 Pentamer
+ 150 mmMm MgSO4 183,7 1 Pentamer
+4 mMmDTT 137,5 1 Tetramer
+ 50 mm CaCl; + 50 mm 122 1 Trimer

Mannose

n.b. nicht bestimmbar

1Bezogen auf min. MW und eine theoretische MW fiir OsJAC1 von 35,5 kDa

Die DLS-Ergebnisse deuten auf unterschiedliche GroRenverteilungen und somit auf
unterschiedliche Oligomerzustdande von OsJAC1 in Abhdngigkeit von den Pufferbedingungen
hin. Eine niedrige Pufferkonzentration ohne Zusatzstoffe (15 mm TRIS-Puffer) fiihrte zu zwei
unterschiedlichen Partikelpopulationen. Die beiden Arten unterscheiden sich in ihrem schein-
baren hydrodynamischen Radius um eine GréRenordnung (kDa — MDa). Die groRen Partikeln
im MDa-Bereich deuten auf eine Aggregation des Proteins hin. Durch das Testen von dena-
turierenden Bedingungen (CaCly) konnte die Aggregation weiter verstarkt werden, dies bein-
haltete aulRerdem eine breitere GréRBendispersitdt. Umgekehrt fiihrte die Zugabe von DTT
(reduzierende Bedingungen), Laktose, Mannose oder einem nicht chaotropen Salz wie MgSOa4
zu einer Monodispersitat und einer geringeren Molekularmasse. Laktose und Mannose
wurden als putative Liganden verwendet, die durch Interaktionsanalysen ermittelt wurden (s.

Abschnitt B.3.4.1, S. 113).
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Alle ermittelten Molekulargewichte sind jedoch mindestens dreimal so hoch wie die
theoretische Masse von 35,5 kDa. Der Oligomerzustand war dabei besonders abhangig von
den Additiven der Pufferlosung. Auffallig ist zum Beispiel eine Halbierung des ermittelten
Molekulargewichts von oxidierenden Bedingungen (15 mm TRIS-HCI-Puffer) zu reduzierenden
Bedingungen (Zugabe von 4 mm DTT). Dies spricht dafir, dass die zuvor ermittelte Bildung der
Disulfidbriickenbindung zwischen zwei JRL-Domédnen einen Einfluss auf den Oligomerzustand
des Proteins hat. Bei den zwei getesteten putativen Liganden (Laktose und Mannose) hatte
Mannose den groRten Einfluss auf den Oligomerzustand des Volllangenproteins. Ein even-
tueller Zusammenhang zwischen der Bindung des Liganden und mdéglichen Konformations-

anderungen wird in Abschnitt B.4.3 (s. S. 143) naher diskutiert.

Protein-Protein Docking der Einzeldomdnen von OsJAC1

Um einschatzen zu kdnnen, ob die beiden Doméanen von OsJAC1 miteinander interagie-
ren, wurden in silico Analysen durchgefiihrt. Sie wurden mit dem webbasierten Docking-
Programm HADDOCK!?*4 quf mogliche Interaktionen untersucht. Vor dem Docking wurden zu-
nachst mégliche Interaktionspositionen fiir jede Doméne mit dem Webtool CPORT!?4*! yvorher-
gesagt. CPORT kombiniert sechs Webserver fiir die Interaktionsvorhersage.[?**! Unter den
vorhergesagten Positionen fiir die JRL-Domane sind die Aminosauren der 1- und f10-Strange
mitaufgefiihrt. Diese beiden Strange sind jedoch die primare Interaktionsphase zwischen den
beiden JRL-Monomeren, die durch die intermolekulare Disulfidbindung verbunden sind (s.
Abb. 50 auf S. 100). Auf die Ausbildung der Disulfidbriickenbindung wurde in Abschnitt B.3.3.1
(S. 80) ausfihrlich eingegangen und es kann somit gefolgert werden, dass die Verkniipfung
der Cystein-Reste (Cys161-Cys161) fir die physiologische Funktion von Bedeutung ist. Daher
wurden die entsprechenden antiparallelen B-Faltblatter der JRL-Domane nicht im Docking mit
der DIR-Domane einbezogen. Alle anderen vorhergesagten aktiven Reste sind in Tabelle 48
aufgefihrt (S. 193). Abbildung 54 zeigt das Docking-Modell fiir das Volllangenprotein, welche

mit Kette A der entsprechenden OsJAC1-Domane durchgefiihrt wurde.
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Bindeseite 2
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Abbildung 54: Interaktionsanalyse der JRL- und DIR-Domanen von OsJAC1 durch Protein-Protein-Docking mittels
HADDOCK?*4, Docking wurde mit Kette A der jeweiligen Domanen durchgefiihrt. A) Docking-Modell des
Volllangenproteins in transparenter Oberflachenansicht (JRL- in griin und DIR-Domaéne in grau). Die Region des
N- und C-Terminus wurde jeweils rot und gelb hervorgehoben. Zwischen der DIR-Doméne (C-Terminus bei
Leul55) und der JRL-Domaéne (N-Terminus bei GIn160) fehlt ein Linker von vier Aminosauren. B) Um 90° gedrehte
Ansicht; Schleife S2 der DIR-Domane befindet sich in der Nahe der Bindestelle | und Il der JRL-Doméne. Die
putative Bindestelle der DIR-Doméne wurde blau hervorgehoben und die beiden putativen Bindestellen der JRL-
Doméne (Bindestelle | und Il) sind gelb hervorgehoben.

Das Docking-Ergebnis der beiden OsJAC1-Domadnen war mafigeblich von der Auswahl der
fir das Docking einbezogene Reste abhangig. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche
Aspekte berlicksichtigt, wie die Lange des Linkers (Leu155 — GIn160), sowie die Interaktions-
flache des DIR-Homo-Trimers und des JRL-Homo-Dimers (Abb. 46, S. 96 und Abb. 51, S. 101),
um das wahrscheinlichste Modell fiir das Volllangenprotein zu bestimmen. Es ist anzumerken,
dass die N- und C-terminale Region der DIR-Monomere in den kristallographischen Modellen
(DIR46 und DIR48) unterschiedliche Langen und Orientierungen aufwiesen, was wahrschein-
lich auf die unterschiedliche Umgebung im Kristall zurlickzufiihren ist. Ein strukturelles
Alignment aller sechs DIR-Monomere mit dem Docking-Model des Volllangenproteins

verdeutlicht den Unterschied in der terminalen Region der DIR-Domaéne (s. Abb. 55).
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Abbildung 55: OsJAC1-Docking-Modell mit DIR- (grau) und JRL-Domane (griin). Die N- und C-terminalen Bereiche
der DIR-Monomere sind rot bzw. gelb hervorgehoben. Ein Alignment aller DIR-Monomere der
kristallographischen Modelle (DIR46 und Dir48) zeigt die unterschiedlichen Grade der aufgelésten Langen und
Orientierungen der terminalen Regionen der DIR-Domane.

Wie in der oberen Abbildung 55 zu sehen ist, liegen die N- und C-terminalen Regionen
der DIR-Domaéne nahe beieinander. Eventuell sind die beiden terminalen Segmente fiir die
Bildung und Stabilisierung der Region des Linkers zwischen den beiden Doméanen im
Volllangenprotein verantwortlich. Hierfiir spricht, dass die DIR-Domane einen um 8K
erhohten Schmelzpunkt im Volllangenprotein im Vergleich zum einzelnen Domanenprotein
aufwies (s. Abschnitt B.3.3.1 auf S. 80). Kette B der zwei erhaltenen kristallographischen DIR-
Modelle (DIR46 und DIR48) zeigten jeweils die langste aufgeldste Kettenlange. Jedoch kénnte
die Orientierung des N-terminalen Bereichs (rot hervorgehoben in Abb. 55) das Protein-
Docking mit der JRL-Domane negativ beeinflussen. Deswegen wurde die kiirzere Kette A
(DIR46) fir das Protein-Docking gewahlt, um einen Einfluss durch die kristallographische
Umgebung des N-terminalen Bereichs in der individuellen DIR-Domane zu vermeiden.

Das in der Abbildung 54 dargestellte HADDOCK-Modell des Volllangenproteins zeigt eine
Konformation, bei der die beiden putativen Bindeseiten der jeweiligen Domanen (gelb fur JRL
und blau fur DIR) in die gleiche Richtung zeigen und beide sich auf der gegentiiberliegenden
Seite ihrer jeweiligen Termini befinden. Im Falle eines Pathogenangriffs waren die Bindeseiten
der beiden OsJAC1-Domanen entsprechend auf dasselbe Ziel gerichtet. Unter der Annahme,
dass die JRL-Domaéne fiir die Pathogenerkennung und die DIR-Domane fiir die Abwehrreaktion
verantwortlich ist, deutet dieses Docking-Modell daraufhin, dass beide Funktionen in unmit-

telbarer Nahe stattfinden.
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In silico Modelle von méglichen Oligomerzustanden
Weitere in silico Analysen erfolgten, um potenzielle Quartarstrukturen von OsJAC1 zu un-
tersuchen. Abbildung 56 zeigt das zweite Protein-Protein-Docking mittels HADDOCK des erhal-

tenen Volllangenprotein-Modells.

Cys161==SH HS==Cys161

Abbildung 56: In silico Untersuchung von moglichen Quartarstrukturen von OsJAC1 durch Protein-Protein-
Docking mittels HADDOCK?*l, Dimer des Vollldngenprotein-Modells in transparenter Oberflichenansicht mit
DIR (grau) und JRL (griin) eingefarbt. A) Aktive Reste fiir die putative Interaktion wurden entsprechend der
Schnittstelle des JRL-Homo-Dimers (PDB: 7YWG) ausgewahlt. Die Hauptinteraktion findet zwischen den beiden
JRL-Monomeren statt. B) Alignment der Dimere zwischen dem OsJAC1-Modell (JRL in grin und graue DIR-
Oberflache) mit Cys161-Resten und dem aus der Kristallographie der JRL-Domane (gelb) erhaltenen Homo-Dimer
mit intermolekularer Disulfidbindung an Cys161-Cys161 (RMSD von 0,56 A).

Die zwei individuellen Domanen von OsJAC1 wiesen unterschiedliche Oligomerzustande
in der kristallographischen asymmetrischen Einheit auf (s. Abschnitt B.3.3.4 auf S. 89). Durch
die hohe Interaktion in den jeweiligen Anordnungen kann davon ausgegangen werden, dass
sowohl das JRL-Dimer als auch der DIR-Trimer stabil in Losung ist. Die jeweiligen
Interaktionsschnittstellen wurden fiir das insilico Docking-Modell bericksichtigt, um
potenzielle Oligomerzustande des Volllangenproteins zu erhalten. Alle Docking Ergebnisse
sind in Tabelle 49 (S. 193) aufgefiihrt. Zunachst wurde eine mogliche Dimerisierung des
Volllangenproteins hinsichtlich der JRL-Schnittstelle untersucht (s. Abb. 56). Ein strukturelles
Alignment des OsJAC1-JRL-Homo-Dimers aus der Kristallographie (PDB: 7YWG) und des
HADDOCK-Dimers hatte eine RMSD von 0,56 A (Abb. 56 B). Dies verdeutlicht, dass die zuvor
gewdhlten Docking-Parameter fir die Erstellung des Volllangen-Modells (Abb. 54) geeignet
waren und entsprechend die DIR-Domane nicht mit der Interaktion zwischen den beiden JRL-
Monomeren interferiert.

Neben der JRL-Schnittstelle kdnnten die Interaktionsschnittstellen zwischen den DIR-
Domadnen eine weitere mogliche Konformation des Volllangenproteins darstellen. Die

individuelle DIR-Domaéne zeigte ein Trimer in der kristallographischen asymmetrischen Einheit
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(s. Abb. 45, S. 94) mit vielen hydrophoben Kontakten, die durch das Trimer verdeckt werden.
Abbildung 57 zeigt eine mogliche Anordnung des Volllangenproteins OsJAC1, welches die

hydrophoben Kontakte der DIR-Domane im Zentrum des Komplexes ermoglicht.

Abbildung 57: In silico Untersuchung von moglichen Quartarstrukturen von OsJAC1 durch Protein-Protein-
Docking mittels HADDOCK??*41. Dimer des Volllingenprotein-Modells in transparenter Oberflichenansicht mit
DIR (grau) und JRL (griin) eingefarbt. Aktive Reste wurden entsprechend der Schnittstelle des DIR-Homo-Trimers
(PDB: 7R5Z) ausgewahlt. Die Interaktion findet zwischen zwei DIR-Domaéanen, die von JRL-Domanen flankiert
werden, statt.

Basierend auf den beiden beschriebenen Oligomer-Modellen koénnte ein hoherer

Oligomerzustand moglich sein (s. Abb. 58).
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~ 140 kDa

Abbildung 58: Mogliche Bildung eines OsJAC1-Tetramers mit einer MW von ~140 kDa unter reduzierenden
Bedingungen. A) Zwei OsJAC1-Dimer-Modelle mit einer Interaktionsflache zwischen den JRL-Domanen und den
DIR-Domanen. B) Kombination der beiden Dimer-Modelle, die zu einem Tetramer mit einem MW von ~140 kDa
flhren kénnten.

Die Kombination beider Dimer-Modelle von OsJAC1 resultiert in einem Tetramer mit
einer Molekularmasse von ~140 kDa (Abb. 58). Dies wiirde mit dem zuvor durch DLS ermittel-
ten Ergebnis unter reduzierenden Bedingungen (bereinstimmen (s. Tabelle 21, S. 106).
Weitere Selbstassoziationen mit hoheren Oligomerzustande koénnten moglich sein und

wurden ebenfalls in den DLS-Messungen beobachtet (bis zu Nonamer; Tabelle 21).
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B.3.4 Interaktionsanalyse

B.3.4.1 Protein-Liganden-interaktionsbestimmung mittels DSF

Allgemein erhéhen die Wechselwirkungen mit Bindungspartnern, wie z.B. niedermole-
kularen Liganden, die Stabilitit eines Proteins.[?*¢! Dieser Zusammenhang wurde genutzt, um
die JRL-Domaéne des chimaren Lektins OsJAC1 mittels differential scanning fluorimetry auf
potenzielle Zuckerinteraktionspartner zu untersuchen; ein Anstieg des Schmelzpunkts wurde
als Hinweis auf eine Ligandenbindung verwendet. Wie im Abschnitt B.3.3.1 (S. 80) bereits
gezeigt, weist die Schmelzkurve von OsJAC1 zwei Wendepunkte und somit zwei Schmelz-
punkte unter reduzierenden Bedingungen auf. Der erste Wendepunkt (Tm1) wurde der JRL-
Domane zugeordnet und dementsprechend wurden Schmelzpunkerhéhungen von Tmi auf
eine Interaktion mit dem Liganden bezogen. Hierbei ist zu erwdhnen, dass Twmi1 fir OsJAC1
zwischen 59 °C und 61 °C fiir einzelne Isolierungschargen variierte, wahrend die Erhohung des
Schmelzpunkts (ATwm1) durch die Zugabe von Zuckern gleichblieb. Die beobachtete Differenz
des ersten Wendepunkts wurde daher auf minimale Anderungen der Pufferzusammensetzung
zwischen den Chargen zuriickgefiihrt. Die Bewertung der Liganden-Interaktion basierte aus-
schlieBlich auf ATm1 (Tma, zucker — TMm1, kontrolle) @anstatt von Tws.

Abbildung 59 zeigt die ermittelten Verschiebungen der Wendepunkte (induziert durch
verschiedene ausgewdhlte Mono- und Disaccharide) fiir das Volllangenprotein OsJAC1, die
individuelle JRL-Domdne in einer aquimolaren Mischung mit der DIR-Domane unter
reduzierenden Bedingungen (4 mm DTT) und die individuelle JRL-Domane unter oxidierenden
Bedingungen (0 mm DTT). Weitere getestete Saccharide sind in Tabelle 46 und 47 aufgelistet
(s. Abschnitt D.2.2 auf S. 191). Der Wendepunkt der individuellen JRL-Doméane war allgemein
unter reduzierenden Bedingungen nicht nachweisbar und daher nicht flir das Screening
moglicher Zuckerinteraktionspartner geeignet. Dies ldsst sich auf die exponierten Tryptophan-
Reste (Trpl169 und Trp196) zuriickfihren, die zu erhdhten Ausgangswerten in der DSF-
Messung fihrten. Durch die Verwendung eines Gemischs aus den individuellen
Domanenproteinen (DIR und JRL) wurde jedoch die Nachweisbarkeit des JRL-Wendepunkts

verbessert und somit besser fiir das Screening geeignet.
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Verbindungstyp Saccharide ATy, (K)
H 22
e G’e nariiose |
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Abbildung 59: Ermittelte ATm1 von OsJAC1 (blau), der JRL-Domadne in einer 1:1-Mischung mit der DIR-Domaéne
(grin) unter reduzierenden Bedingungen (4 mm DTT) und der individuellen JRL-Domane unter oxidierenden
Bedingungen (0 mm DTT) nach Zugabe von unterschiedlichen Sacchariden (50 mm). Die Clusteranalyse erfolgte
durch K-Means (OriginPro 2019). Die beiden Cluster werden in der Abbildung mit einer gestrichelten Linie
voneinander getrennt.
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Zunachst wurden unterschiedliche Monosaccharide mit dem Fokus auf Mannose
getestet, da Jiang et al. bereits Uber die spezifische Bindung von Mannose durch die JRL-
Domine berichtete.[**¥ Eine leichte Erhéhung von Tmi1 um 1K wurde in Gegenwart von
Mannose und Glukose sowohl fir OsJAC1 als auch fiir die individuelle JRL-Domdane beobach-
tet. Mannose und Glukose haben ein dhnliches Interaktionsprofil, bei dem Lektine die
aquatoriale Position der 4-Hydroxylgruppe erkennen, im Gegensatz zur axialen 4-Hydroxyl-
gruppe in Galaktose.[218l

In einem zweiten Screening wurden verschiedene Disaccharide getestet, wie N,N’-Di-
acetylchitobiose (Chitobiose; Bestandteil der Pilzzellwand)!?*”! oder glukosehaltige Saccharide
(z.B. Cellobiose oder Laminaribiose). Diese Zucker kdnnen unter anderem Bestanteil des
Pilzerregers sein, der die pflanzliche Zellwand mit Hilfe von Appressorien eindringt, oder
Pflanzenbestanteile, die durch den Eindringvorgang zuganglich gemacht werden. Die
Disaccharide 1,2-a-Mannobiose und insbesondere Laminaribiose waren in der Lage, Tm1 um
2 -3 K im Vergleich zur Kontrolle zu erhéhen. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls, dass die JRL-
Domane in der Lage ist, zwischen verschiedenen Glykosyl-Disacchariden zu unterscheiden,
wobei die B1,3-verkniipfte Laminaribiose den grofRten Effekt zeigte. Eine Clusteranalyse
mittels K-Means Algorithmus (OriginPro 2019) bekraftigt diese Beobachtung. Die beiden
Disaccharide mit dem hochsten Schmelzpunktanstieg bilden gemeinsam einen Cluster und
unterscheiden sich signifikant von den anderen getesteten Sacchariden (s. auch weitere
Resultate aus Tabelle 46 und 47 in Abschnitt D.2.1 auf S. 191).

Grundsatzlich konnte es keine (flir Monosaccharide) bzw. eine niedrigere (fur Disaccha-
ride) stabilisierende Wirkung durch die Ligandeninteraktion unter oxidierenden als unter
reduzierenden Bedingungen festgestellt werden (Vergleich gelber und griiner Balken in
Abb. 59). Jedoch konnte eine hohe Ubereinstimmung der ermittelten Schmelzpunktunter-
schiede (ATwmi) zwischen der JRL-Domane im Volllangenprotein (blauer Balken in Abb. 59) und
der individuellen JRL-Domane unter reduzierenden Bedingungen (4 mm DTT) beobachtet
werden. Diese Beobachtung bekraftigt, dass der erste Wendepunkt der Schmelzkurve von
OsJAC1 (s. Abb. 39, S. 81) mit der JRL-Domane zusammenhangt. Zusatzlich zeigt dies, dass die
DIR-Doméne keinen Einfluss auf die Bindefdhigkeit der JRL-Domane im Volllangenprotein
ausibt. Im Gegensatz dazu kann Ty1 von OsJAC1 unter nicht reduzierenden Bedingungen nicht
direkt verglichen werden, da der charakteristische Ubergang an Tm1 des Volllingenproteins

unter diesen Bedingungen kaum nachweisbar ist.
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Lundstrgm et al. (2021) haben mit einem Modell vorausgesagt, dass die OsJAC1-JRL-
Domadne spezifisch komplexe Polysaccharide mit einem hohen Mannoseanteil bindet.
Zweitens sagt ihr Modell sowohl eine Bindung zu komplexen Glukosestrukturen als auch zu
Strukturen mit Sialinsdure (N-Acetylneuraminsiure) voraus.?#8l |hre Ergebnisse decken sich
sehr gut mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Interaktionsstudien fiir Mannose- und
Glukoseverbindungen. Interaktionsstudien mit Sialinsdure wurden ebenfalls durchgefiihrt und
es konnte eine Erhéhung des Schmelzpunkts um 1 K ermittelt werden. Jedoch wurde dies auch
fir die DIR-Domane beobachtet (s. Tabelle 47 auf S. 192). Da der pH-Wert von 7,4 unter den
gewadhlten Bedingungen (50 mm Sialinsaure in 50 mm KPi-Puffer) nicht mehr gewahrleistet
war, der pH-Wert sich vielmehr im sauren Bereich befand, wurde der Schmelzpunktanstieg

auf den pH-Wert zurtickgefiihrt.
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Die DIR-Domane weist ebenfalls spezifische Interaktionen mit Sacchariden auf

Neben dem von Liganden bedingten Effekt auf Tm1 wurde ebenfalls ein Anstieg des
zweiten Schmelzpunktes (Tm2 = 85 °C) von OsJAC1 bei Zugabe von galaktosehaltigen Zuckern
beobachtet (s. Abb. 61). OsJAC1-Tm2 wurde ausschlieRlich auf die DIR-Domane zurlickgefiihrt
(s. Abschnitt B.3.3.1 auf S. 80). Der zuckerbedingte Stabilitdtsanstieg der DIR-Doméanen war
unerwartet. Um zu testen, ob die Erhohung des Schmelzpunkts auf eine unspezifische
Interaktion der galaktosehaltigen Zuckervarianten zurtickzufiihren ist, wurden Lysozym und

Serumalbumin als Negativkontrollen verwendet (s. Abb. 60).

74,0°C 74,1°C 74,1°C 74,3°C
59,4°C 59,4°C 59,7°C 59,6°C
Kontrolle Galaktose Lactose Melibiose

BSA Lysozym

Abbildung 60: Negativkontrolle der Saccharid-Interaktionsstudie. Schmelzpunkt Tm von BSA (Serumalbumin) und
Lysozym im Verhaltnis zu verschiedenen Sacchariden (50 mm).

Die getesteten Zuckerverbindungen (z.B. Galaktose und Laktose) wirkten sich positiv auf
Tm2 der individuellen DIR-Domane und des OsJAC1-Proteins aus (s. Abb. 61), zeigten jedoch
keine Wirkung auf die Kontrollen (s. Abb. 60). Es ist zu erwahnen, dass die im Kontrollversuch
getesteten Zuckervarianten ebenfalls keinen Einfluss auf den Schmelzpunkt der JRL-Domane
von OsJAC1 hatten und es sich somit um eine spezifische Interaktion der DIR-Domane mit
diesen Sacchariden handelt.

Abbildung 61 zeigt die ermittelten Verschiebungen des Wendepunkts Twm2 (induziert
durch verschieden ausgewdahlte Mono- und Disaccharide) fir das Volllangenprotein OsJAC1
und die individuelle DIR-Domé&ne unter reduzierenden (4 mm DTT) und oxidierenden
Bedingungen (0 mm DTT). Weitere getestete Saccharide fiir die DIR-Doméne sind ebenfalls in

Tabelle 46 und 47 aufgelistet (s. Abschnitt D.2.2 auf S. 191).
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Verbindungstyp  Saccharide ATy (K)

B(1-4) Galactobiose = 96
6,8 ’
— iH5,4
a(1-6) Melibiose 49
3,8

- H 5,2
1-4 9
B4 M
- 3,2
@ Galaktose 3,1
2,1

0,5
B(1-3) Laminaribiose :0’ A
0,8

N-Acetylgalactosamin =l 14
0,8"
af1-1) MTrehalose '—68
0,5

] 0013
Mannose ’ 0,6
0,3

B(1-4) Chitobiose {8 4%
B s
10,5
ﬁ N-Acetylglucosamin  |g"0%°
3 0,5
a D-(+)-Glucose | 8:%
03
(B(1-4)), Galactan 01
n |:| DIR-Domine mit 0 mm DTT
jH g,g
B(1-4) Cellobiose I 8,%’ OsJAC1 mit 0 mm DTT

. DIR- und JRL-Domine mit 4 mm DTT
Kontrolle

-
XL

. OsJAC1 mit 4 mm DTT

Abbildung 61: Ermittelter ATwmz flir OsJAC1, das isolierte DIR-Domanenprotein und DIR/JRL (1:1)-Proteinmischung
nach Zugabe von verschiedenen Sacchariden (50 mm) unter reduzierenden (4 mm DTT) und oxidierenden (0 mm
DTT) Bedingungen. Die Clusteranalyse erfolgte durch K-Means (OriginPro 2019). Die beiden Cluster werden in
der Abbildung mit einer gestrichelten Linie voneinander getrennt.

118



Ergebnisse und Diskussion

Die in Abbildung 61 gezeigten Daten legen nahe, dass die durch Saccharid induzierte
Verschiebung von Tm2 ausschlieflich auf die DIR-Domane zurlickzufiihren ist. Es wurde fir
beide OsJAC1-Domanen keine Uberschneidung in ihrer Interaktionsaktivitit beobachtet und
entsprechend interagierten beide Domanen spezifisch auf unterschiedliche Saccharide.
Zusatzlich konnte kein Unterschied der Bindefdhigkeit im Zusammenhang mit den
Redoxbedingungen des Puffers fiir die DIR-Domane (individuell und im Volllangenprotein)
festgestellt werden.

Von den unterschiedlich getesteten Monosacchariden zeigte Galaktose den starksten
Anstieg in Tmz2 von bis zu 2 K fiir OsJAC1 und 3 K fiir die DIR-Domane. Dagegen zeigte
N-Acetylgalactosamin einen geringeren Anstieg von Twm2 als Galaktose. Diese geringere
Reaktion auf den Liganden spricht fiir eine mogliche sterische Hinderung der Interaktion durch
die Acetylgruppe im N-Acetylgalactosamin. Einen weiteren Anstieg von 3 bis 6 K flir OsJAC1
und flr die DIR-Domane von 5 bis 10 K konnte mittels galaktosehaltigen Disacchariden
(Laktose, Melibiose und Galactobiose) erreicht werden. Jedoch hatte das lineare Polysaccharid
B-1,4-Galactan keinen Einfluss auf die Stabilitdt der DIR-Doméane gehabt. Dies spricht dafir,
dass die DIR-Domdne das nicht reduzierende Ende von Galakatose-Zuckern wie in
Galactobiose, Laktose und Melibiose erkennt und spezifisch bindet. Im Fall von Galactan ist
durch den hohen Polymerisierungsgrad des Zuckers der Kontakt zu den nicht reduzierenden
Enden eventuell nicht gewahrleistet. Eine Clusteranalyse mit dem K-Means Algorithmus aller
Daten fiir die DIR-Domane konnte somit zwischen Sacchariden, die Galaktose enthalten und

solchen, die sie nicht enthalten, unterscheiden, wie in Abbildung 61 dargestellt.
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B.3.4.2 Nah Zirkular-Dichroismus (CD) Spektroskopie
Mittels DSF wurde die spezifische Saccharid-Interaktion der beiden OsJAC1-Domanen
ermittelt. Um diese Beobachtung weiter zu untersuchen, wurde Nah-UV-CD-Spektroskopie
eingesetzt. Mithilfe dieser Methode kénnen insbesondere Wechselwirkungen mit aromati-
schen Resten (Tryptophan, Tyrosin und Phenylalanin) untersucht werden.?*?! Hierfiir wurden
die Bindungspartner mit den auffalligsten Effekten in den vorherigen DSF-Experimenten, wie
Galactobiose fiir die DIR-Domadne und Laminaribiose fiir die JRL-Domane, eingesetzt und

untersucht (s. Abb. 62).
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Abbildung 62: Geglittete Nah-UV-CD-Spektren durch den Savitzky-Golay-Algorithmus?3>! von A) OsJAC1, B) der
DIR- und C) JRL-Domanenprotein in Anwesenheit von 1 mm Galactobiose (gelb) oder Laminaribiose (orange). 50
mm KPi Puffer, pH 7,4.

Die Verlaufe der Spektren der drei untersuchten Proteine weisen ein dhnliches Profil auf.
Es sind zwei deutliche Minima zwischen 285 und 295 nm im Absorptionsbereich von

Tryptophan zu erkennen sowie ein weniger ausgepragtes Minimum bei etwa 280 nm (Tyrosin)
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und ein Signalanstieg bei etwa 260 nm (Phenylalanin). Jedoch ist letzteres im Fall der indivi-
duellen JRL-Domane deutlich ausgepragter mit einem erkennbaren Maximum in diesem
Bereich. Die Zugabe der entsprechenden Liganden fiihrte zu einer deutlichen Verschiebung
der CD-Spektren fiir beide OsJAC1-Domanen. Eine Verschiebung durch Laminaribiose war fiir
das Volllangenprotein nicht nachweisbar, flihrte jedoch im Falle der individuellen JRL-Domane
zu einer deutlichen Verschiebung. Somit zeigen zwei voneinander unabhdngige Methoden
(Nah-UV-CD und DSF), dass beide Domédnen von OsJAC1 unterschiedliche spezifische
Saccharid-Bindestellen mit Affinititen zu Galaktose- bzw. Glukose-/Mannose-Einheiten

aufweisen.
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B.3.4.3 Hamagglutinations-Assay

Multivalente Lektine sind in der Lage, Erythrozyten zu agglutinieren, indem sie spezifische
Kohlenhydratmuster auf der Zelloberflache erkennen und in der Suspension ein Netzwerk
bilden. Durch serielle Verdiinnung des zu untersuchenden Lektins in einer 96-Well-Mikrotiter-
platte und Zugabe einer konstanten Menge an Erythrozyten kann die Aktivitat des Lektins
halbquantitativ bestimmt werden.[2>0

Tabelle 22 fasst die Ergebnisse des Hamagglutinations-Tests von OsJAC1 und den beiden
Domadnen mit Kaninchenerythrozyten zusammen. Abbildung 63 zeigt eine untersuchte Platte.

Ein Replikat dieses Versuchs ist im Anhang enthalten (s. Abb. 87 auf S. 195).

DTT  pg/mL - 500 250 125 62,5 313 156 7.8 3,9 1,95 098 0,49 0,24

0 OsJAC1 |
0 JRL

0 DIR

0 Puffer

4 OsIAC1

4 JRL

4 DIR

4 Puffer

Abbildung 63: Hamagglutinations-Test von Kaninchen-Erythrozyten mit OsJAC1 und seinen Domanen (JRL und
DIR) unter oxidierenden (0 mm DTT) oder reduzierenden (4 mm DTT) Testbedingungen. Die Proteine wurden
seriell von 500 auf 0,24 pug/mL verdinnt. In den Well-Vertiefungen mit einem roten Punkt (Zellpellet) wurde
keine Hamagglutination beobachtet, dementsprechend wurde in den Vertiefungen mit einer roten, triiben
Suspension Hamagglutination beobachtet. Bei den Negativkontrollen handelte es sich um die spezifischen
Pufferbedingungen ohne jegliches Protein. Als Positivkontrolle wurde die OsJAC1-JRL-Doméne verwendet, von
der bereits gezeigt wurde, dass sie Kaninchenerythrozyten agglutiniert.[**¥

Das Volllangenprotein OsJAC1 und das DIR-Domanenprotein zeigten eine ahnliche und
hohe Reaktion auf die getesteten Kaninchen-Erythrozyten. Die niedrigste Proteinkonzentra-
tion fir die Hamagglutination lag bei ca. 0,98 ug:mL?, wobei kein Unterschied unter
oxidativen und reduzierenden Redoxbedingungen fiir diese beiden Proteine im Assay zu
beobachtet war. Das individuelle JRL-Domadnenprotein von OsJAC1 zeigte eine geringere

Reaktion auf Kaninchen-Erythrozyten unter oxidierenden Bedingungen mit Proteinkonzentra-
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tionen zwischen 1,95 — 3,9 ug/mL, was der zuvor publizierten Konzentration (1,95 pug/mL) ent-
spricht.[’®¥ Die Himagglutinationsaktivitidt nahm jedoch unter reduzierenden Testbedingun-

gen (4 mM DTT) um das bis zu 8-fache ab.

Tabelle 22: Uberblick iiber die Himagglutinations-Hemm-Tests von Kaninchen-Erythrozyten mit OsJAC1 und
seinen Domanen. Die aufgefiihrten Proteinkonzentrationen sind die niedrigsten Konzentrationen, bei denen
Hamagglutination unter oxidierenden (0 mm DTT) oder reduzierenden (4 mm DTT) Testbedingungen zu
beobachten war.

DTT [mm] Protein  [pg-mL7]

4 OsJAC1 0,98
4 DIR 0,98
4 JRL 15,6 -7,8
0 OsJAC1 0,98
0 DIR 0,98
0 JRL 1,95-3,9

Inhibition der Himagglutination durch die Interaktion mit spezifischen Sacchariden

Die Interaktion von Lektine mit den Kohlenhydratmustern auf der Zelloberflache von
Erythrozyten kann durch die Zugabe von spezifischen Sacchariden inhibiert werden. Mit dieser
Methode konnen halbquantitative Ergebnisse fir die Zuckerbindung und Spezifitdt eines
Lektins erhalten werden. Da bereits ausfiihrliche Zucker-Interaktionsstudien (s. Abschnitt
B.3.4.1 auf S. 113) durchgefliihrt wurden, war Ziel dieses Versuchs, das Volllangenprotein und
die zwei Domanenproteine (DIR und JRL) auf ihr Lektinverhalten hinsichtlich der

Hamagglutinations-Inhibition zu testen (s. Abb. 64).
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Abbildung 64: Inhibition der Hamagglutination von Kaninchen-Erythrozyten mit OsJAC1 und seinen Doménen
(JRL und DIR) durch Zugabe von Disacchariden (Laktose und Laminaribiose). Die Zuckerlésung wurde seriell von
25 auf 0,01 mg/mL verdinnt und die Proteinkonzentration war in allen Wells konstant. In den Well-Vertiefungen
mit einem roten Punkt (Zellpellet) wurde keine Hamagglutination beobachtet (positive Inhibition; blau
umrandet), dagegen wurde in den Vertiefungen mit einer roten, triilben Suspension Hamagglutination
beobachtet (keine Inhibition). Bei den Negativkontrollen handelte es sich um die Pufferbedingungen ohne
jegliches Protein (schwarz umrandet).
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Lactose bzw. Laminaribiose war nicht in der Lage, die Hamagglutinationsaktivitat von
OsJAC1 oder der DIR-Domadne zu inhibieren. Dies war im Fall der Laminaribiose und der DIR-
Domaéne zu erwarten, da in den vorherigen Interaktionsstudien keine Wechselwirkung festge-
stellt werden konnte. Jedoch ware eine Inhibition durch Laktose eher zu erwarten gewesen.
Dies spricht zunachst nicht fir ein typisches Lektinverhalten der DIR-Domane. Eventuell sind
neben der Zuckerbindestelle der DIR-Domdne weitere strukturelle Einheiten mit der
Hamagglutination involviert. Jedoch kdnnte auch die Zuckerkonzentration fir die Inhibition
nicht ausreichend gewesen sein und eine hohere Konzentration sollte getestet werden. Im
Gegensatz dazu wurde eine Inhibition der Hamagglutinationsaktivitat der JRL-Domadne mit
Laminaribiose (12,5 mm) beobachtet (s. Abb. 64; blauer Rahmen). Unterstiltzt wird dies durch
die zuvor publizierte Konzentration fiir die Inhibition mit Mannose von 66,7 mm.[**4 Damit
gibt es erste Indizien, dass die JRL-Domane sich wie ein klassisches Lektin verhalt und die DIR-
Domane eventuell nicht, allerdings muss der Assay noch reproduziert werden und weitere
Parameter wie eine hoherer Zuckerkonzentration getestet werden, um die Beobachtungen zu
bekraftigen.

Abbildung 65 veranschaulicht schematisch die erhaltenen Erkenntnisse fiir die JRL-
Domadne in dieser Versuchsreihe, so zum einen die niedrigere Hamagglutinationsaktivitat

unter reduzierenden Bedingungen (s. Abb. 65 A) als unter oxidierenden Bedingungen (s.
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Abb. 65 B) sowie zweitens die Inhibition der Hdmagglutination durch Laminaribiose (s. Abb. 65
C). Unter reduzierenden Bedingungen liegt keine Disulfidbriickenbindung zwischen den
Homo-JRL-Monomeren vor und entsprechend kdnnte das JRL-Domadnenprotein als Monomer
oder transient Dimer ein unorganisiertes Interaktionsnetzwerk mit den Erythrozyten bilden.
Hingegen unter oxidierenden Bedingungen bilden zwei JRL-Monomere eine intermolekulare
Disulfidbindung an Cys161-Cys161, was zu einer erhdohten Aktivitat fihrt. Dies ist eventuell auf
die bessere Interaktion eines groReren Proteinkomplexes (Dimer statt Monomer) und vor-
teilhaften Abstand zwischen Lektin und Erythrozyten zuriickzufiihren. Laminaribiose kann die
Hamagglutination der JRL-Domane inhibieren, indem es an den Bindestellen der JRL-Domaéne
bindet und damit die Interaktion mit den Kohlenhydratstrukturen auf den Erythrozyten ver-

hindert.

A) Reduzierende Bedingungen B) Oxidierende Bedingung

P g

@
L

|19@

A

‘\ Laminaribiose

Abbildung 65: Schematische Darstellung der Himagglutination von Erythrozyten durch die OsJAC1-JRL-Domane
[griine Blocke mit dem jeweiligen Cysteine-Rest (SH) und Cystin (S-S)]. JRL wechselwirkt mit Kohlenhydraten
(schwarze Blocke) auf der Oberflache von Erythrozyten. A) Unter reduzierenden Bedingungen konnte die JRL-
Domane als Monomer oder transient Dimer ein unorganisiertes Interaktionsnetzwerk mit den Erythrozyten
bilden. B) Unter oxidierenden Bedingungen bilden zwei JRL-Monomere eine intermolekulare Disulfidbindung an
Cys161-Cys161, was zu einem organisierten Interaktionsnetzwerk mit erhéhter Aktivitat fihrt. C) Inhibition der
Hamagglutination durch Laminaribiose. Durch die Bindung von Laminaribiose an die JRL-Domane, wird eine
Interaktion des Proteins mit den Kohlenhydratstrukturen der Erythrozyten verhindert. Die Erythrozyten
sedimentieren anschlieBend.
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B.3.4.4 Docking von Laminaribiose an der OsJAC1-JRL

Klassische JRLs werden nach ihrer Bindeselektivitdt unterteilt. lhre Selektivitat zu
Mannose (mJRL) oder Galaktose (gJRL)™*”! und deren allgemeine Bindemotive sind gut
beschrieben (s. Abschnitt B.1.1.2 auf S. 55).[143! Die JRL-Domine von OsJACL1 ist selektiv fiir
Mannose.® Mittels DSF wurde eine hdhere Schmelzpunkterhdhung gegeniiber den
Disacchariden Laminaribiose und 2a-Mannobiose im Vergleich zu den entsprechenden Mono-
sacchariden festgestellt. Um die Bindestelle der JRL-Domane zu untersuchen, wurden
Docking-Experimente mit Laminaribiose durchgefiihrt. Die dazugehorigen Docking-Parameter
sind im experimentellen Teil beschrieben (S. 178). In Abschnitt B.3.3.4 (S. 93) wurde bereits
beschrieben, dass OsJAC1-JRL eventuell zwei Bindestellen haben konnte. Dadurch wurden
ebenfalls die Positionen der putativen Bindestellen ndaher eingegrenzt. An den identifizierten
putativen Bindestellen der JRL-Domadne sind zwei kleine, voneinander getrennte Kohlen-
hydrat-Bindetaschen zu erkennen (s. Abb. 66 A). Solche Bindetaschen in Lektinen stellen die
erste Bindeebene dar, in der Monosaccharide spezifisch interagieren kénnen.[1%®! Diese beiden
Kohlenhydratbindestellen und die damit verbundenen Wechselwirkungen sind den in Banlec
und AcmJRL beschriebenen Kohlenhydratbindestellen recht dhnlich.292.204 Abbildung 66 zeigt
ausgewahlte Docking-Ergebnisse mit Laminaribiose an beiden putativen Bindestellen und die

moglichen beteiligten Wechselwirkungen.
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Abbildung 66: Docking von Laminaribiose (griine Stdbchen) an die JRL-Domane von OsJAC1 (griechische
Schlusselmotive wurden farblich hervorgehoben). A) Oberflachenansicht von OsJAC1-JRL mit den beiden
potenziellen Bindestellen 1 und 2 (blau und grau eingekreist). B) und C) Liganden-Interaktionsschema mittels
LigPlotPlus?*®! der beteiligten Reste an Bindestelle 1 und 2. Elektrostatische Wechselwirkungen sind mit griinen
gestrichelten Linien markiert und hydrophobe Wechselwirkungen in Halbkreisen dargestellt. Die Reste wurden
entsprechend ihrer Position analog zum griechischen Schliisselmotiv eingefarbt.

Nach Meagher et al. (2005) bestehen die beiden Kohlenhydratbindestellen von Banlec
(Bindestelle 1 und 2) jeweils aus einer Gly-Gly-Schleife und einer Gly-X3-Asp-Motivschleife.[204
Das Docking von Laminaribiose an der Bindestelle 2 der OsJAC1-JRL-Domane veranschaulicht
die Interaktion mit den beiden Schleifen (Gly222-Gly223; Gly135-Asp199), zusatzlich kénnten
Asp224 und Tyr246 zum Liganden hin koordinieren und ihn weiter stabilisieren (s. Abb. 66 B).
Dagegen weisen die beiden Schleifen an der putativen Bindestelle 1 der OsJAC1-JRL-Domaéne
einen modifizierten Aufbau auf. Anstelle eines Asparaginsaure-Rests enthilt die eine Schleife
an der Bindestelle 1 ein Gly-X3-Asn-Muster (293-297). Dies ermoglicht jedoch weiterhin ein
dhnliches Interaktionsmuster in dieser Schleifenregion wie in der Bindestelle 2.

An der zweiten Schleife von Bindestelle 1 ist jedoch ein Glycin des Gly-Motivs durch eine
Glutaminsdure (Glul74) ersetzt, wodurch das Liganden-Interaktionsmuster und die Orientie-

rung des Liganden im Vergleich zu Position 2 verandert wird. Dadurch stellt sich die Frage, ob
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die putative Bindestelle 1 der JRL-Domadne von OsJAC1 in der Lage ist, Zucker zu binden,
weswegen im nachsten Schritt ein Vergleich der Bindebereiche von unterschiedlichen JRL-

Homologen erfolgt.

Vergleich der Bindemotive mit anderen JRL-Proteinen und -Domanen

Durch die Erkenntnisse aus dem Liganden-Docking ist es moglich, die Bindestellen unter-
schiedlicher JRL in MCJs und klassische mJRL miteinander zu vergleichen. Abbildung 67 zeigt
ein entsprechendes Sequenz-Alignment der JRL-Domane mit verschiedenen MCJ- und mJRL-
Proteinen. Die Balken entsprechen den Schleifen und die Pfeile den B-Strangen (B1 —12) der
OsJAC1-JRL-Domane, die jeweils farblich hervorgehoben wurden nach dem Farbmuster wie
zuvor in Abbildung 50 B (S. 100). Es ist zu beachten, dass die automatische Zuordnung von 39
in OsJAC1-JRL nicht vollstandig ist, obwohl die Winkel ¢ und { im Ramachandran-Bereich der
B-Strange liegen. Die beschriebenen Reste von Bindestelle 1 und 2 fiir die OsJAC1-JRL-Domaéne

sind schwarz und rot umrandet (s. Abb. 67).
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Abbildung 67: Sequenz-Alignment mittels CLUSTAL!>>Y der OsJAC1-JRL-Domine mit verschiedenen MCJ- und
mJRL-Proteinsequenzen. Balken entsprechen den Schleifen und Pfeile den B-Strangen (1 —B12) der OsJAC1-JRL-
Domane. Schwarz umrahmte Reste entsprechen der Bindestelle 1 und rot umrahmte Reste entsprechen der
Bindestelle 2 der OsJAC1-JRL-Domane. Konservierte Bereiche (>50 %) sind blau eingefarbt.

Allgemein fallt der hohe Grad an konservierten Regionen zwischen den verglichenen JRLs
auf, insbesondere im griechischen Schliisselmotiv 1 (blaue Balken und Pfeile). In dieser Region
befindet sich der putative Bindebereich 1 (schwarz umrandete Sequenzen in Abb. 67), der die
héchste Ubereinstimmung im Bindemuster nach Banlec aufweist (S. 59). AcmJRL enthilt, wie
die OsJAC1-JRL-Domaéne, an der ersten Bindestelle eine Glutaminsdure in der Gly-Gly-Schleife
(schwarz umrandet in der Nahe zum B2-Stang). Da fiir AcmJRL bereits gezeigt wurde, dass es

zwei Bindestellen enthilt, kann aufgrund der Ahnlichkeit zu der OsJAC1-JRL-Doméne und
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aufgrund der Docking-Ergebnisse (Abb. 66) davon ausgegangen werden, dass die OsJAC1-JRL-
Domine ebenfalls zwei Bindestellen besitzt.[2%?! TaMCJ1 und ShDJ zeigen ein vergleichbares
Bindemuster und konnten dementsprechend zwei Bindestellen enthalten. TaMCJ3 und SalT
kénnten eine Bindestelle in Position 2 haben, was fiir SalT bereits nachgewiesen wurde.[?!
Die beiden MCJ ZmBGAF und SbSL weisen jeweils ein klares Bindemuster entweder in
Bindebereich 1 oder 2 auf und an den entsprechenden anderen Stellen einen modifizierten
Aufbau. Dadurch kann ihre Bindestellenanzahl durch den Sequenzvergleich nicht eindeutig
bestimmt werden. TaMCJ2 weist nicht das oben beschriebene Bindemotiv von Banlec auf und

kénnte zu einer anderen Untergruppe von JRL-Proteinen gehoren.
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B.3.4.5 Co-Kristallisation von Galactobiose und der DIR-Domadne
Charakterisierte DIR-Proteine sind bei der Umsetzung von phenolischen Verbindungen
wie Lignanen, Flavonoiden oder terpenoiden Phenolen involviert.[*> 54 55 Dje Funktion von
DIR-Domanen in MClJs ist allerdings bisher nicht bekannt. Mit den in dieser Arbeit durchge-
fliihrten Interaktionsstudien, konnte eine spezifische Wechselwirkung der DIR-Domane mit
Galactobiose nachgewiesen werden. Zusatzlich ist es gelungen, Galactobiose gemeinsam mit

der OsJAC1-DIR-Domane in einem Komplex zu kristallisieren (s. Abb. 68).

i V'
Glul\;?.% v N
. R . &

Glui11

Abbildung 68: Bindestelle von Galactobiose (blaue Stabchen) an der DIR-Domé&ne von OsJAC1 (grau und gelb
eingefarbt). A) Galactobiose ist von den Schleifen L1, L2, L4, L6 und L8 (alle gelb gefarbt) umgeben. B)
Oberflachenansicht der Bindestelle mit Blick auf die Bindetasche und Alignment der Liganden (Galactobiose) der
drei DIR-Monomere. C) Blick auf die Bindetasche mit allen beteiligten Resten in der Interaktion mit Galactobiose
hervorgehoben. D) Schema der Ligand-Protein-Interaktion (LigPlot*)?*® der beteiligten Reste, die (iber
elektrostatische (gelb) oder hydrophobe (schwarz) Interaktionen mit Galactobiose (griine Stabchen)
wechselwirken.

Die DIR-Domaéne von OsJAC1 bindet Galactobiose (B1 — 4) an der gegeniberliegenden
Seite ihres N- und C-Terminus, wo sie eine gut zugangliche Bindetasche mit einer Flache von
442 A? bildet, die von den verschieden langen Schleifen L1, L2, L4, L6 und L8 flankiert werden
(s. Abb. 68 A). Zwischen den antiparallelen B-Strangen B3 — 4 und B7 — 8 der Bindestelle wird
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eine Vertiefung ausgebildet. In diese Vertiefung passt die nicht reduzierende Einheit der
Galactobiose prazise hinein, was fir alle drei DIR-Monomere in diesem Modell zu beobachten
war. Das reduzierende Ende des Zuckers weist dahingegen eine hohere strukturelle Varianz
auf (s. Abb. 68 B). Galactobiose interagiert dabei sowohl mit Resten der Schleifen als auch mit
den B-Strangen (s. Abb. 68 C) durch elektrostatische (His30, GIn39 und Asn143) und hydro-
phobe Wechselwirkungen (Pro32, His79, Trp85, Val110 und Glul1l1l; s. Abb. 68 C). Es wurde
durch die Liganden-Bindung keine wesentliche Konformationsianderung des Proteins
beobachtet. Die Konformationen der OsJAC1-DIR-Schleifen in der Binderegion fiihren somit
zu einem weit gedffneten Bindebereich, wahrend fir strukturbekannte Homologe in diesem
Bereich entweder zwei voneinander getrennte Hohlrdume (AtDIR6) oder ein tiefes putatives

aktives Zentrum (PsPTS1) gebildet wird.[22 41
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Kann die Zuckerbindung in weiteren DIR-Proteinen/Dominen vorhergesagt werden?
Abbildung 69 zeigt ein Sequenz-Alignment der DIR-Domane mit verschiedenen bekann-
ten MCJ- und DIR-Proteinen. Die gelben Balken entsprechen den Schleifen und die grauen

Pfeile den B-Strangen der OsJAC1-DIR-Domane.
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Abbildung 69: Sequenz-Alignment mittels CLUSTAL?Y der OsJAC1-DIR-Domine mit verschiedenen MCJ- und
DIR-Proteinsequenzen. Gelbe Balken entsprechen den Schleifen, graue Pfeile den B-Strdangen und rot
eingerahmte Reste dem Kohlenhydrat-Binde-Motiv der OsJAC1-DIR-Domane. Die schwarz umrahmten Reste
entsprechen dem putativen aktiven Zentrum in PsPTS1.12! Konservierte Regionen (> 50%) sind blau eingefarbt.
Der N-terminale Bereich (N) der OsJAC1-DIR-Doméne mit einem roten Pfeil markiert und der Ubergang in die
JRL-Domaéne mit einem griinen Pfeil.

Der Vergleich der zwei Bindemotive zwischen PsPTS122 und der DIR-Doméne von OsJAC1
ergab zwei unterschiedliche Bindemuster (rot und schwarz eingerahmte Reste in Abb. 69).
Hierbei weisen TaMCJ1, ShDJ, SbSI und ZmBGAF exakt das gleiche Bindemuster auf wie
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OsJAC1-DIR bzw. lediglich eine Variation im Fall von ZmBGAF (siehe B8-Strang in Abb. 69).
Weitere BLAST-Suchen mit verschiedenen Algorithmen (blastp, PSI und DELTA)[242 2521 zejgten,
dass das Kohlenhydrat-Bindemotiv der DIR-Domane hauptsachlich in MCJ vorkommt und in
dieser Familie hoch konserviert ist. Die Sequenzidentitat deutet darauf hin, dass die DIR-
Domanen von MCls eine acht-B-barrel-Architektur mit einer langen N-terminalen Sequenz
aufweisen, analog zum OsJAC1-DIR-Domanen-Modell. TaMCJ2 und TaMCJ3 weisen ein leicht
unterschiedliches Sequenzmuster im Binde-Bereich der OsJAC1-DIR-Domane auf, was auf eine

andere Funktion hindeuten kdnnte.

B.3.4.6 Pull-down-Assay als Nachweis fiir Protein-Protein-Interaktionen (PPI)

Pathogene Bakterien und Pilze produzieren Virulenzfaktoren, die dem Erreger helfen, in
einer Umweltnische zu iberleben, die Kolonisierung und Invasion von Wirtsgewebe zu fordern
oder das Immunsystem des Wirtsorganismus zu modulieren.[?>3! Virulenzfaktoren sind Toxine
oder Effektorproteine, die durch verschiedene Sekretionsmechanismen des Pathogens trans-
portiert werden kénnen.[?>* 2551 Nach der Sekretion kdénnen diese Proteine auf der pathogenen
Zelloberflache zusammengefiigt, in den extrazellularen Raum freigesetzt oder direkt in eine
Wirtszelle sezerniert werden. 254 2551 |n den Wirtszellen angekommen, zielen die Effektoren
haufig auf Schliisselproteine ab, um die zelluldre Maschinerie des Wirts zu kapern und Signal-
kaskaden umzugestalten.[?53-253 Da OsJAC1 in der Lage ist, gezielt die Pathogenangriffsstelle
an der Pflanzenzelle zu erkennen und dort zu akkumulieren,*®? wurden Untersuchungen
unternommen um mogliche Proteininteraktionspartner zu identifizieren. Die Bestimmung von
Proteininteraktionspartnern ist ein wesentlicher Schritt zum Verstdandnis von Proteinfunk-
tionen und zur Identifizierung relevanter biologischer Stoffwechselwege. Es gibt viele
Methoden zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen (PPI). Der Pull-down-Assay ist
eine In-vitro-Technik zum Nachweis physikalischer Wechselwirkungen zwischen zwei oder
mehr Proteinen. Bei dieser Methode wird in der Regel eine Affinitatsisolation mit verschiede-

nen Wasch- und Elutionsschritten durchgefihrt (s. Schema in Abb. 70).
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Abbildung 70: Schematische Darstellung des Pull-down-Assays mit OsJAC1 als Kdéder und putative
Interaktionspartner (Beuteproteine) im Pflanzenextrakt.

Beim Pull-down-Ansatz wurde heterolog produziertes und isoliertes OsJAC1 als Koder
verwendet, um interagierende Proteine aus Pflanzenextraktproben zu binden. Die Methode
besteht darin, zunachst das Volllangenprotein OsJAC1 (Koderprotein), welches ein Hise-Tag
enthalt, auf der Ni-NTA-Sdule zu immobilisieren, wodurch ein Affinitatstrager entsteht, der
andere Proteine (Beute) aus den untersuchten Pflanzenextrakten, die mit dem Kéder wech-
selwirken, abfangt und bindet. Nachdem die Beuteproteine mit dem immobilisierten Koder-

protein inkubiert wurden, werden die interagierenden Komplexe mit einem Elutionspuffer
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eluiert (s. Abschnitt C.3.5.4, S. 173). Hierbei kann entweder eine spezifische Elution des Beu-
teproteins oder eine unspezifische Elution (Kéder- und Beuteprotein zusammen) erfolgen.
Nach dem Pull-Down-Experiment wurden die Proteinfraktionen durch SDS-PAGE aufgetrennt
und anschlieBRend durch Gelfarbung sichtbar gemacht (s. Abb.71). Das verwendete
Pflanzenmaterial fir die Pull-Down-Experimente wurde von unserem Kooperationspartnern

Prof. U. Schaffrath und C. Kirsch (RWTH Aachen) zur Verfligung gestellt.
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Abbildung 71: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (12 %) von Pull-down-Experimenten mit A) Gerste (H. vulgare) und
B) Gerste infiziert mit dem Mehltaupilz (B. graminis f. sp. Hordei). Die Abkirzungen in der Abbildung stehen fir:
M = Marker; 1 = OsJAC1-Proteinlésung vor der Immobilisierung; 2 = Durchfluss nach der Immobilisierung; 3 =
Pflanzenextrakt; 4 und 5 = Waschfraktion mit 100 % Puffer A (20 mm Imidazol); 6 = Waschfraktion mit 100 %
Puffer G (250 mm Galaktose); 7 = Waschfraktion mit 100 % Puffer A (20 mm Imidazol); 8 = Waschfraktion mit
30 % Puffer B (250 mm Imidazol); 9 = Elution mit 100 % Puffer B (250 mm Imidazol); 10 = Kontrolle nach
Inkubation des Pflanzenextrakts mit unbehandelten Ni-NTA-Saule.

Es wurden Pull-down-Experimente durchgefihrt mit Pflanzenextrakt aus Gerste
(Hordeum vulgare), welches nicht infiziert wurde (Abb. 71 A) und Gerste, welches mit dem
Mehltaupilz [Blumeria graminis f. sp. Hordei (Bgh)] infiziert wurde (s. Abb. 71 B). Um schwach
aufgeldste Proteinbanden besser zu erkennen, wurde die aufgetragene Proteinmenge (insge-
samt 29 ug statt 2,9 ug) im Vergleich zu anderen Gelen erhoht.

Die Immobilisierung des Volllangenproteins OsJAC1 war jeweils erfolgreich, da in den
Durchflussfraktionen kein bzw. kaum Protein zu sehen war (s. Spur 2 in Abb. 71 A und B). Im
ersten Pull-down-Assay wurde die Moglichkeit untersucht, Galaktose als Eluent zu verwenden
fiir eine spezifische Verdrangung von putativen Interaktionspartnern (s. Spur 6 in Abb. 71 A).
Jedoch wurde die schwach ausgepragte Bande auf Hohe von OsJAC1 in Spur 6 mittels MALDI-
ToF-Messungen als das Volllangenprotein OsJAC1 identifiziert. Allgemein konnte keine

spezifische Proteinbande in den Elutionsfraktionen der Pull-down-Experimente ermittelt
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werden (s. Spur 9 in Abb. 71 A und B). Einzelne Banden waren schwach aufgel6st und eine
anschlieBende MALDI-ToF-Messung von ausgeschnittenen Banden nicht aussagekraftig. Aus
diesem Grund wurde ein neuer Messansatz fir die Identifizierung von méglichen Protein-
interaktionspartnern gewahlt. Hierbei wurden Aliquotes aus untersuchten Fraktionen ver-
wendet, die beinhalteten Proteine wurden verdaut und anschliefend mit dem nanoLC-Triple-
TOF-System analysiert. Die Tabelle 23 zeigt eine Ubersicht der Proben, die mit dieser Methode

gemessen wurden.

Tabelle 23: Ubersicht der untersuchten Proben mittels nanoLC-Triple-TOF-Systems.

Proben-ID Beschreibung der Fraktionen Organismus
sID0343  Vollstandige Elution mit 100 % Puffer B E. coli BL21 (DE3), H. vulgare,
B. graminis
sID0344 Kontrolle ohne immobilisiertes OsJAC1 E. coli BL21 (DE3), H. vulgare,
B. graminis
sID0375 OsJAC1 vor der Immobilisierung E. coli BL21 (DE3)
sID0376  Vollstandige Elution mit 100 % Puffer B E. coli BL21 (DE3), H. vulgare
sID0377 Elution mit Puffer L (250 mm Laktose) E. coli BL21 (DE3), H. vulgare
sID0378 Kontrolle ohne immobilisiertes OsJAC1 E. coli BL21 (DE3), H. vulgare

Als Kontrollversuch wurde eine unbehandelte Ni-NTA-Sdule (ohne OsJAC1) verwendet.
Hierflir wurde die gleiche Inkubationszeit des Pflanzenextrakts und die gleichen Wasch- und
Elutionsschritte genutzt. Damit sollten unspezifische Proteinbindungen an dem
Saulenmaterial ermittelt werden und dadurch als putative Interaktionspartner von OsJAC1
ausgeschlossen werden. Da das Volllangenprotein OsJAC1 heterolog in E. coli BL21(DE3)
produziert wurde, kdnnen Proteinverunreinigungen, wie bereits in Abschnitt B.3.2.1 (S. 73)
erlautert wurde, ebenfalls auftreten. Fir die Bewertung der Treffer wurde der durch die
Auswertesoftware (ProteinPilot™) erstellte Bewertungsparameter fiir die Proteinkonfidenz
(Unused ProtScore) gewahlt und die Treffer entsprechend geordnet. Tabelle 24 listet
ausgewahlte Treffer aus E. coli auf, die sowohl vor der Immobilisierung (sID0375) als auch

nach der Elution mit OsJAC1 (sID0343 und sID0376) identifiziert wurden.

Tabelle 24: Mogliche Proteinverunreinigungen aus E. coli, die sowohl vor der Immobilisierung (sID0375) und nach
der Elution mit OsJAC1 (sID0343 und sID0376) identifiziert wurden.

Protein % Abdeckung Peptide (95 %) MW [kDa]
(95)
DEAD-box RNA Helikase 54,7 32 70,5
UDP-L-AradN Formyltransferase 52,1 68 74,3
DNA Gyrase Untereinheit B 29,6 18 90,0
Blaulicht-kontrollierter Regulator YcgE 32,5 18 45,3
DnaK Chaperon 41,2 17 41,0
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Eine der identifizierten Proteinverunreinigungen aus E. coli (UDP-L-Ara4N Formyltrans-
ferase) wurde ebenfalls zuvor durch MALDI-ToF-Analysen von ausgeschnittenen SDS-PAGE
Banden ermittelt (s. Tabelle 13, S. 73). Ob es sich bei den aufgelisteten Treffern um unspezifi-
sche Verunreinigungen handelte oder eventuell um mogliche Interaktionspartner von OsJAC1
mit Proteinen aus E. coli, miissen weitere Experimente zeigen. Im Folgenden erfolgt eine Auf-
listung (s. Tabelle 25 und 26) von potenziellen Interaktionspartnern aus Gerste, die in zwei
Pull-down-Experimenten (sID0343 und sID0376) ermittelt wurden und von putativen

Interaktionspartnern aus dem Mehltaupilz (sID0343).

Tabelle 25: Putative OsJAC1-Interaktionspartner aus Gerste, die in zwei Pull-down-Experimenten (sID0343 und sID0376)
ermittelt wurden.

Protein % Abdeckung Peptide (95 %) MW [kDa]
(95)
Glycerinaldehyd-3-phosphat- 28,7 10 43,7
Dehydrogenase
Phosphoglyceratkinase 8,1 3 40,2
Carboanhydrase-Il 14 3 25,4
Tabelle 26: Putative OsJAC1-Interaktionspartner des Mehltaupilzes (sID0343).
Protein % Abdeckung Peptide (95 %) MW [kDa]
(95)
Catalase / Catl 18,4 10 79,0
3-Phytase B 15,1 6 64,5
Putative Enolase 17,4 5 47,2
Glycerinaldehyd-3-phosphat- 18,1 4 36,5
Dehydrogenase
Putative Ser/Thr Protein-Phosphatase 8,9 4 68,3
Putatives Effektorprotein (BLGH_03612- 25,2 3 14,0
mRNA-1)

Es wurden wenige potenzielle Interaktionspartner aus Gerste identifiziert, die in beiden
Pull-down-Experimenten vorzufinden waren (sID0343 und sID0376). Durch die Kontrollen
konnten viele unspezifische Treffer aussortiert werden. Jedoch werden weitere Pull-down-
Assays und Kontrollen benétigt, um die Ergebnisse zu reproduzieren bzw. weiter einzu-
grenzen. Das Gleiche gilt fiir die Treffer aus dem Mehltaupilz, um die ersten gefundenen
putativen Interaktionspartner zu verifizieren. So wadre beispielsweise das putative
Effektorprotein (Uniprot-Accesion: BLGH_03612-mRNA-1) aus Tabelle 26 ein interessanter
Interaktionspartner fiir OsJAC1. Dieses putative Effektorprotein gehort zur Familie der Cerato-
Platanin-Proteine, die als Pilztoxin die Zellnekrose auslésen.[?*6l Weitere putative

Interaktionskandidaten und ihre Funktionen werden im Ausblick (B.4.3, S. 143) beschrieben.
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B.4 Ausblick

Das modular aufgebaute OsJAC1 ist in der Lage, eine Breitbandresistenz gegen verschie-
dene bakterielle und pilzliche Pflanzenpathogene zu vermitteln.®2 Neben weiteren Reaktio-
nen auf biotische und abiotische Stressfaktoren (s. Abschnitt B.1.1.2, S.52) war bisher
lediglich bekannt, dass die JRL-Doméane des Volllingenproteins spezifisch Mannose bindet.[1%4
Jedoch fehlte nach wie vor ein grundlegendes mechanistisches Verstandnis des
Volllangenproteins und die Funktionen der einzelnen Domanen. In der vorliegenden Arbeit
wurde das Volllangenprotein OsJAC1 und dessen beide Einzeldoméanenproteine (DIR und JRL)
systematisch hinsichtlich ihrer biochemischen und strukturellen Eigenschaften erforscht.
Dies konnte erreicht werden durch die Etablierung eines robusten Arbeitsablaufs vom Gen
zum Protein mit einer Kombination aus hoher Reinheit und Ausbeute (s. Tabelle 14, S. 74). Im
Folgenden werden die erworbenen Erkenntnisse der beiden Domanen zusammengefasst, ihr
Beitrag zum Volllangenprotein diskutiert und skizziert, welche weiteren Malknahmen

getroffen werden kénnen.

B.4.1 Die DIR-Domadne von OsJAC1

Klassische DIR-Proteine sind beteiligt an der enantioselektiven Radikalreaktion in der
Lignansynthese.’® Als Teil eines Multidominen-Proteins kénnen Doménen jedoch
modifizierte oder neue Funktionen aufweisen.[257l(Quelleninkl) 5 \wyrde z.B. berichtet, dass
TalJAl aus Weizen nicht zu einer Erhdhung des Lignangehalts fiihrt,*”! was vergleichbar mit
der Beobachtung in Abschnitt B.3.3.2 (S. 85) fiir OsJAC1 ist. Durch die Interaktionsstudie
mittels DSF (s. Abschnitt B.3.4.1, S. 113) konnte gezeigt werden, dass die DIR-Domane von
OsJAC1 eine breite Interaktionsfahigkeit mit verschiedenen galaktosehaltigen Disacchariden
aufweist. Diese Fahigkeit der DIR-Domdne von OsJACI1, unterschiedliche Zuckergruppen
spezifisch zu binden, kdnnte ein Indiz sein fiir eine noch unbekannte physiologische Funktion
in der Pflanzenzelle. Daher muss die Rolle der DIR-Domaéne in MCJ moglicherweise neu tber-
dacht werden. Durch Proteinkristallisation des OsJAC1-DIR-Domanenproteins in Komplex mit
Galactobiose konnten die Binderegion und die beteiligten Reste in der Interaktion ermittelt
werden (s. Abschnitt B.3.4.5, S. 131). Diese Erkenntnisse kdnnen nun genutzt werden, um
gezielt die Reste in der Binderegion zu mutieren und dadurch die Bindefahigkeit zu galaktose-
haltigen Zuckern zu unterbinden. Nachdem die fehlende Interaktion mit Galaktose mittels der
etablierten DSF-Methode nachgewiesen wurde, kdnnen diese Varianten in transgenen

Pflanzen getestet werden. Dadurch kann ermittelt werden, ob die Galaktose-Binderegion
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einen Einfluss auf die Breitbandresistenz vermittelnde Eigenschaft von OsJAC1 hat. Fir die
Erstellung der nicht bindenden Galaktose OsJAC1-Variante kénnten zwei Mutationsstrategien
in Frage kommen. Zum einem koénnten die Reste, die eine polare Interaktion mit dem nicht
reduzierenden Ende der Galactobiose eingehen, durch unpolare Reste ersetzt werden (His30,
GIn39 und His79; orange hervorgehoben in Abb. 72). Der Tryptophan-Rest an Position 85 ist
integraler Bestandteil in der unpolaren Interaktion mit dem Zucker, kénnte jedoch ebenfalls
wichtig fir die strukturelle Integritdt des Proteins sein, weswegen eine Mutation an dieser
Stelle zunachst nicht zu empfehlen ist. Eine weitere Moglichkeit kénnte sein, die blau
hervorgehobenen Reste (s. Abb. 72) mit gréBeren Aminosdauren auszutauschen, um die

Binderegion sterisch einzugrenzen und dadurch die Zuckerinteraktion zu unterbinden.

G111l V)
val110

GIn39

i

Abbildung 72: Bindestelle von Galactobiose (blaue Stabchen) an der DIR-Doméane von OsJAC1. Die B-Strénge sind
grau und die Schleifen gelb eingefarbt. Beteiligte Reste an der Interaktion mit Galactobiose sind hervorgehoben
und die farbliche Unterscheidung reprasentiert die verschiedenen Mutationsstrategien.

Es konnte nicht vollstandig ermittelt werden, ob es sich bei der Verfarbung der Protein-
[6sung (s. S.70) um eine Proteinverunreinigung oder niedermolekulare Verbindungen
handelte. Es wurde erste Versuche unternommen die Verfarbung mit Essigsaureethylester
nach Proteindenaturierung (mittels Hitze und 1 % Trifluoressigsaure) zu extrahieren. Jedoch
konnte die Verfarbung nicht im Extrakt beobachtet werden. Weitere Extraktionsexperimente
mit anderen Losungsmitteln kdnnten getestet und die Extrakte anschlieRend massenspek-

trometrisch untersucht werden, um mégliche niedermolekulare Verbindungen nachzuweisen.
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B.4.2 Die JRL-Domane von OsJAC1

Obwohl klassische JRLs in Galaktose- und Mannose-spezifisch bindende Lektine unterteilt
sind,143 1571 wurde die Vielfalt der Bindemuster von MCJ immer auf die JRL-Doméine
zuriickgefiihrt (s. Abschnitt B.1.1.2, S. 55). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass fir
OsJAC1 die DIR-Domane fir die Interaktion mit Galaktose und die JRL-Domadne fur die
Interaktion mit Mannose und Glucose verantwortlich ist (s. Abschnitt B.3.4.1, S.113).
Sequenzvergleiche zeigten, dass die Bindemotive der beiden Domanen ebenfalls in MCJ-
Homologen vorkommen (s. Abb. 67, S. 129 und Abb. 69, S. 133). Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass nur mJRL aus einkeimblattrigen Pflanzen sowohl ein als auch zwei Bindebereiche
aufweisen (s. Abb.52, S.102 und Abb. 53, S.104). Docking-Versuche mit Laminaribiose
deuten fir die JRL-Domane von OsJAC1 auf das Vorhandensein von zwei Binderegionen hin (s.
Abschnitt B.3.4.4, S. 126). Dies muss zusatzlich durch invitro Experimente nachgewiesen
werden. Zum einem kénnten analog zu der DIR-Domane, Co-Kristallisationsexperimente mit
einem geeigneten Liganden wie Mannose oder Laminaribiose durchgefiihrt werden. Hierfir
wurden bereits erste Ansdtze mit Laminaribiose durchgefiihrt, jedoch wurden bisher keine
Kristalle generiert. Eine weitere Moglichkeit ware, die Bindebereiche getrennt voneinander zu
mutieren. Weidenbach et al. (2016) fihrten bereits gezielte Mutagenesen von Aminosauren
an der putativen ersten Bindeseite durch (s. Abb. 73 A, Reste lila hervorgehoben).[**? Durch
diese Mutationen konnte gezeigt werden, dass die Haufigkeit drastisch reduziert wurde, mit
der das markierte Protein an der Infektionsseite des Pathogens gefunden wurde.['*?! Die
Autoren schlussfolgerten daraus, dass die kohlenhydratbindende Funktion des Lektins fir die
Lokalisierung an der Infektionsstelle wichtig ist.['*2 Der gleiche Ansatz kénnte fiir die putative
zweite Bindeseite der JRL-Domane durchgefiihrt werden. Zunachst misste sichergestellt
werden, dass die Mutationen an beiden Positionen in der Lage sind, die Zuckerbindung
vollstdndig zu unterbinden. Hierfiir konnten die Glycin-Reste (175, 222, und 223) durch Alanin-
Reste ersetzt werden und die beiden Reste (Asp199 und Asn297), die wichtig fur die
Positionierung und polaren Interaktionen mit dem Zucker sind, mit unpolaren Aminosaduren
ersetzt werden (entsprechende Aminosduren wurden farblich in Abb. 73 hervorgehoben).
Nachdem eine nicht bindende JRL-Variante hergestellt wurde, kdonnen die einzelnen
Binderegionen mutiert werden und folgende Fragestellungen untersucht werden: ()

Unterscheiden sich die Bindeaffinitat und -spezifitdt der beiden Bindeseiten, (ll) ldsst sich ein
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Einfluss auf die Hamagglutinationsaktivitat beschreiben und (lll) wie ist der Einfluss der

putativen zweiten Bindeseite auf die Pathogenerkennung in transgenen Pflanzen?

Gly
Gly222

Griechischer Schliissel: Q)
l. B1, B2, p11,p12

. p7,Bs, B9,p10

Abbildung 73: A) Farblich hervorgehobene und gekennzeichnete Reste fiir eine Mutation an den beiden
putativen Bindestellen der JRL-Doméane von OsJAC1. B) Struktur des OsJAC1-JRL Doméanenproteins als Dimer in
der asymmetrischen Einheit (griin). Das Homodimer weist eine Disulfidbindung zwischen den Monomeren an
Cys161 auf und konnte fir eine Punkmutation genutzt werden. C) Struktur-Alignment der JRL-Domé&ne von
OsJAC1 mit Malay BanlLec Variante (PDB-Eintrag: 7KMV).

Es konnte gezeigt werden, dass die JRL-Domane von OsJAC1 in der Lage, ist eine Disulfid-
brickenbindung zwischen zwei Homo-Monomeren einzugehen (s. Abb.73 B). Um zu
ermitteln, ob die Disulfidbriickenbindung eine relevante physiologische Funktion hat, kénnte
eine Punktmutation in Cys161, sowohl im Volllangenprotein als auch in der Einzeldomanen-
protein, eingebracht werden. AnschlieBend kdnnten die Varianten genutzt werden, um den
Einfluss auf die Oligomerisierung (mittels DLS), der Hdmagglutination und in der Pathogen-
abwehr in transgenen Pflanzen getestet werden.

Covés-Datson et al. zeigten, dass die mitogene und antivirale Wirkung von mJRLs (Banlec
und einem Homolog) durch eine Punktmutation an Position 84 (His84Thr), innerhalb des
dritten griechischen Schliisselmotivs, getrennt werden kénnen und nur die antivirale Aktivitat
erhalten bleibt.?*3 Ein strukturelles Alighment der OsJAC1-JRL-Domine mit Malay Banlec

Variante (PDB Eintrag: 7KMV) zeigt, dass die JRL-Domaéne einen dhnlichen Aufbau in dieser
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Region aufweist (s. Abb. 73 C). Antivirale Assays konnten durchgefiihrt werden, um die
potenzielle antivirale Wirkung der OsJAC1-JRL-Domane zu ermitteln. Eine weitere
interessante Position, die eventuell zu dem erweiterten Bindebereich der OsJAC1-JRL-Domaéne
gehort, ist Trp196 (s. Abb. 73 C). Eine Punktmutation an dieser Stelle konnte eventuell einen

Einfluss auf die Bindung von komplexen Zuckermotiven haben.

B.4.3 Das Volllangenprotein OsJAC1

Die l6sliche Produktion des Volllangenproteins und der beiden Einzeldomanenproteine
wurde hauptsachlich unter kalten Expressionsbedingungen erreicht. Wahrend der Inkubation
bei niedrigen Temperaturen wurde die Expressionsrate reduziert, was fir die korrekte Faltung
der Proteine von Vorteil zu sein scheint. Jedoch konnte ein reduzierendes Zellwachstum bzw.
eine geringere Ausbeute der Zellmasse nach der Uberexpression von OsJAC1 im Vergleich zu
den Einzeldomdnenproteinen festgestellt werden bei gleichen Expressionsbedingungen.
Einen Einfluss auf das E. coli Zellwachstum durch die Uberexpression von OsJACI wurde
bereits nachgewiesen!*®? und kann zusétzlich auf die beiden Einzeldomanenproteine in syste-
matischen Untersuchungen erweitert werden. Da es Indizien gibt, dass OsJAC1 in Pflanzen an
der Genregulierung beteiligt ist,[*°> 193] kénnte das Volllingenprotein eventuell in E. coli einen
negativen Einfluss auf die Genregulierung haben und somit auf das Zellwachstum. Dadurch
konnten die Ergebnisse aus den Pull-down-Assays (s. Tabelle 24, S. 137) neu bewertet werden.
Bei den identifizierten Proteinen aus E. coli kénnte es sich um putative Interaktionspartner
handeln und nicht um Proteinverunreinigungen. Interessante Treffer waren dabei die DEAD-
box RNA Helikase, welche ein wichtiger Bestandteil im RNA-Stoffwechsel ist,!2°8! und die DNA
Gyrase, welche in der lokalen Entwindung von DNA-Strangen beteiligt ist.1>%! Letztere ist auch
ein Target fiir antimikrobielle Wirkstoffe.[26%]

Studien zu einem OsJAC1-Homolog aus Weizen (TaVER2) zeigten, dass das Protein eine
Protein-Protein-Interaktion mit einem RNA-bindenden Protein im Nukleus eingeht!*®® und
bekraftigt zunachst die Hypothese, dass OsJAC1 eventuell mit der DEAD-box RNA Helikase aus
E. coli interagieren kann. Damit TaVER2 in den Nukleus transportiert werden kann, muss es
phosphoryliert werden.['8 Als Position fiir die Phosphorylierung und entsprechend wichtig
fur die Aktivitit wurde Ser33 identifiziert.['8 Damit befindet sich die putative Phosphorylie-
rungsseite an der DIR-Domane und ein Sequenzvergleich mit OsJAC1 wiirde diese Position an
der Schleife S1 in der Nahe zur Binderegion lokalisieren (s. Abb. 86, S. 194). Es ist jedoch zu

erwahnen, dass OsJAC1 kein Serin in dieser Position aufweist und die Binderegionen sowohl
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fur die JRL- wie auch die DIR-Domaédne zwischen den zwei Proteinen sich sehr unterscheiden.
Jedoch werden durch das Analyseprogramm NetPhos — 3.11261 unterschiedliche
Phosphorylierungsseiten fiir OsJAC1 vorhergesagt. Somit miisste noch gezeigt werden, ob
OsJAC1 ahnlich zu TaVER2 durch eine Phosphorylierung in den Zellkern gelangt und dadurch
seine Aktivitat moduliert wird. Zunachst misste die Zellkernlokalisierung in Abhangigkeit zu
bestimmten Stressfaktoren fir OsJAC1 nachgewiesen werden. Hierfiir konnte die
Vorgehensweise von Weidenbachetal. (2016) angewendet werden, wonach ein
Fusionsprotein von OsJAC1 mit einem YFP (engl. yellow fluorescent protein) fir die
Lokalisierung nach einem Pathogenangriff genutzt wurde.[*®21 AnschlieRend kénnten
abiotische Stressreaktionen getestet werden wie die Gammabestrahlung nach
Jung et al. (2019)1'%31 oder weitere abiotische Stressreaktion wie Bodentrockenheit oder
Salzstress. Nachdem OsJAC1 im Zellkern nachgewiesen wurde, misste im nachsten Schritt
eine mogliche Phosphorylierung des Proteins geprift werden. Fir die spezifische Isolation von
OsJAC1 aus Pflanzenextrakten kann auf die bereits etablierte Methode von unseren
Kooperationspartnern aus der RWTH Aachen (Prof. U. Schaffrath) zuriickgegriffen werden.
Hierbei werden magnetische beads verwendet, die mit einem Antikérper beschichtet sind,
welcher spezifisch flir ein Protein-Tag (bspw. YFP) ist. Nach der Isolation kdnnen die
Fraktionen analog zu den Pull-down-Assays analysiert werden.

Ein weiterer interessanter putativer Interaktionspartner aus E. coli kénnte die UDP-
L-Ara4N Formyltransferase sein, die sowohl durch Analysen aus einer Gel-Bande (s.
Abschnitt B.3.2.1 S. 73) als auch Gber die Analysen der Pull-down-Assays (s. Tabelle 24, S. 137)
identifiziert wurde. In E. coli ist das Enzym zustandig fir die Synthese eines Glycolipids, dass
in der duBeren Membran von gramnegativen Bakterien zu finden ist.[2%? In Pflanzen sind
solche Glykosyltransferasen beteiligt in der Glykosylierung von Flavonoiden und Galaktose ist
eines der Zucker, die dadurch verbunden werden kénnen.!2%3] Interessanterweise interagiert
TaVer2 mit Glykosyltransferasen in planta und bildet dabei ein Multiproteinkomplex.[264 Dies
verdeutlicht die Vielfdltigkeit von MCJ in ihrer Protein-Protein-Interaktivitdt. Weitere
Proteomanalysen und Pull-down-Assays sind notwendig, um die Treffer zu bestatigen und
eine spezifische Interaktion mit OsJAC1 nachzuweisen.

Hinsichtlich der putativen Interaktionspartner aus E. coli kdnnten Fraktionen nach der
Proteinisolation der Einzeldomadnenproteine sowie geeignete Kontrollen auf ihr Verunreini-

gungsprofil analysiert werden. Dadurch koénnte eventuell bestimmt werden, ob eine
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bestimmte Domane fiir die Proteininteraktion in E. coli zustandig ist. Als Kontrolle kénnte das
Verunreinigungsprofil von anderen isolierten Proteinen analysiert werden und mit dem von
OsJAC1 verglichen werden. Da OsJAC1 nach der Isolation bereits unterschiedliche Proteinver-
unreinigungen aus E. coli aufweist, wird ein zusatzlicher Waschschritt oder eine anschlieSende
Isolation mit der SEC bendétigt, um den Einfluss dieser Verunreinigungen auf das Pull-down-
Assay mit Pflanzenextrakten zu minimieren. Als Waschschritt konnte das Protokoll von
Belval et al. (2015) genutzt werden, wonach durch die Verwendung von Harnstoff in einer
subdenaturierenden Konzentration die Verunreinigungen von Chaperonen entfernt werden
konnten.[103]

Bisherige Pull-down-Assays wurden ausschliellich mit dem Volllangenprotein durch-
gefuhrt und neben der Wiederholung dieser Experimente, werden weitere mit den Einzel-
doméanenproteinen benétigt. Folgende MaRBnahmen kénnten zusatzlich getroffen werden, um
die Pull-down-Assays zu optimieren:

1. Vermeidung von falsch-positiv Ergebnissen durch die Interaktion mit Nucleinsdure
(bspw. Zelluldre RNA), kénnte durch die Zugabe von Nuclease erreicht werden. 253!

2. Verwendung von Lactose und/oder Mannose im Eluentenpuffer fir die spezifische
Elution. Da nach einer unspezifischen Elution mit Imidazol sowohl das immobilisierte
Protein (Koder) als auch die Beuteproteine eluiert werden, missen aufgrund der
hohen Konzentration des Koderproteins die Fraktionen stark verdiinnt werden. Durch
eine spezifische Elution des Beuteproteins konnte gleichzeitig die Nachweisbarkeit der
putativen Interaktionspartner erh6ht werden.

3. Bei der Beurteilung von putativen Interaktionspartnern aus Gerste wurden in
Tabelle 25 (S. 138) Treffer aufgelistet, die sowohl aus Gerste und infizierter Gerste mit
dem Mehltaupilz vorkamen. Jedoch kdnnte eine Proteininteraktion erst durch den
Pathogenangriff induziert werden, was in der Beurteilung von moglichen Interaktions-
partnern aus der Gerste berlicksichtig werden muss.

Bestatigte Treffer miissen anschlieRend durch weitere unabhangige Versuche reprodu-
ziert werden. Die Treffer aus E. coli kdnnten lGberexprimiert, isoliert und anschlieRend mittels
SEC, DSL oder einem Gel-shift-Assay (analog zu BGAF)[1%® getrennt und zusammen mit OsJAC1
analysiert werden. Im Fall der SEC-Analyse miisste eine andere Sdule verwendet werden, da

die JRL-Domadne von OsJAC1 mit der Sdaulenmatrix interagiert und dadurch die Ergebnisse
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negativ beeinflussen konnte. Durch DSL-Messungen koénnten unterschiedliche Puffer-
bedingungen, niedermolekulare Inhibitoren und Proteinkonzentrationen getestet werden,
um die Protein-Protein-Wechselwirkung zu charakterisieren.!?6®! Grundsatzlich kénnten diese
Methoden ebenfalls fiir die Treffer aus der Gerste und dem Mehltaupilz angewendet werden.
Jedoch miisste zunachst eine heterologe Expression in E. coli jeweils etabliert werden. Dies ist
zeitintensiv und im Fall, dass die Proteine posttranslational modifiziert werden, kann dies
durch die heterologe Expression in E. coli nicht erfolgen. Alternativ kdnnten Interaktions-
analysen in den Zellen und somit in der natirlichen Umgebung der Proteine durchgefiihrt
werden. Hierfiir gibt es unterschiedliche Anséatze, die nach dem Prinzip des Fluoreszenz-Reso-
nanzenergietransfers (FRET),267] des Biolumineszenz-Resonanzenergietransfers (BRET),[258!
oder nach dem Protein-Fragment-Komplementierungs-Assays (engl. Protein-fragment
complementation assay; PCA) beruhen. In PCAs wird ein Reportergen in zwei komplementare
Fragmente gespaltet und die beiden Fragmente mit den zwei putativen Interaktionspartnern
fusioniert.[?®®] Wenn die beiden Proteine interagieren, werden die komplementiren
Fragmente zusammengebracht und bilden das Reporterprotein, das anschlieRend mit einem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden kann.[?9! Als komplementire Fragmente
konnen fluoreszierenden Proteine (engl. Bimolecular fluorescence complementation; BiFC)
oder Enzyme wie die Luciferase verwendet werden.[?’1 272l Durch die Verwendung von unter-
schiedlichen fluoreszierenden Proteinen als Reporter in BiFC-Assays kdnnen mehrere Protein-
interaktionen in derselben Zelle gleichzeitig visualisiert werden.!?”3l Da OsJAC1 potentiell in
der Lage ist mit unterschiedlichen Proteinen zu interagieren, ware dies ein vielversprechender
Ansatz.

Die DIR-Domane von OsJAC1 konnte ausschlieBlich unter reduzierenden Bedingungen
kristallisiert werden. Die Domane enthélt drei Cystein-Reste (Cys12, Cys53 und Cys153). Dabei
befindet sich Cys12 im dynamischen N-terminalen Bereich und konnte lediglich in Kette B der
beiden Strukturmodelle (DIR46 und DIR48) beobachtet werden. Aufgrund der intrinsischen
Flexibilitdt in diesem Bereich, konnte eventuell eine Disulfidbriicke zwischen zwei Monomeren
gebildet werden, die einer geordneten Kristallisation entgegenwirkt. Durch das Entfernen des
N-terminalen Bereichs (einschlieRlich GIn17) kdnnte eine verbesserte Interaktion zwischen
den DIR-Ketten wahrend der Kristallisation erzeugt werden und die beobachtete Fehlordnung
in diesem Bereich vermieden werden (s. Abb. 45 D, S. 94). Ebenfalls konnte diese Strategie

(das Entfernen des N-terminalen Bereichs) fir das Volllangenprotein angewendet werden (s.
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Abb. 74). Durch zusatzliche Schmelzpunktbestimmung der beiden Varianten konnte ermittelt
werden, ob der N-terminale Bereich einen stabilisierenden Einfluss hat und somit eine

strukturelle Funktion im Volllangenprotein erfullt.

GIn17

Abbildung 74: Docking-Modell des Volllangenproteins (DIR- in grau und JRL- Doméne in grin). Die Region des N-
Terminus wurde rot hervorgehoben. Gelb hervorgehobene Reste kdnnten genutzt werden fiir gezielte
Mutagenese, um die Interaktion zwischen den beiden Domanen zu untersuchen.

Es wurde versucht, potenzielle Interaktionspositionen zwischen den zwei Domanen
mittels Wasserstoff-Deuterium-Austausch Experimenten (HDX-MS) zu untersuchen. Die
Domanen und das Volllangenprotein OsJAC1 konnten jedoch nicht durch Pepsin verdaut
werden und waren daher fir diesen Ansatz nicht geeignet. Alternativ kdnnte die Interaktion
im Volllangenprotein zwischen den beiden Domanen durch gezielte Mutagenese von Amino-
sauren an der putativen Interaktionsseite durchgefiihrt werden. In Abbildung 74 sind mogliche
Positionen hervorgehoben (gelbe Reste), die fiir die polare Wechselwirkung im Homo-Trimer
des DIR-Domdnenproteins verantwortlich waren und eventuell mit der JRL-Domane im
Volllangenprotein interagieren oder in der Oligomerisierung beteiligt sind. Die erzeugten
Varianten konnen anschlieRend charakterisiert werden durch Schmelzpunktbestimmungen
und DSL-Messungen (Bestimmung der apparenten Molekularmasse). In dieser Arbeit konnte
durch DSL-Messungen gezeigt werden, dass Mannose den groflten Einfluss auf den
Oligomerzustand des Volllangenproteins hatte (s. Tabelle 21, S. 106). Eine Maoglichkeit ist,
dass die Zuckerbindung an der JRL-Domadne zu einer Konformationsdanderung fihrt und

dadurch der Oligomerzustand beeinflusst wird. Das in silico Modell fiir OsJAC1 (s. Abb. 54,
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S. 108) positioniert die Bindeseiten der JRL-Domdane in der Nahe der S2-Schleife der DIR-
Domane. Eventuell wird eine Konformationsanderung an der langen S2-Schleife durch die
Zuckerbindung an der JRL-Domane hervorgerufen. Um dies nachzuweisen, miissen weitere
DSL-Messungen durchgefiihrt werden. Hierfir missten systematische Untersuchungen mit
den Einzeldomanenproteinen, den Bindestellenvarianten [Einzeldomanenproteine (s. Abb. 72
und 73) und das Volllangenprotein] mit zusatzlichen Kontrollen (nicht interagierende Zucker)

getestet werden.
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Abbildung 75: Mogliche Beitrdage der OsJAC1-DIR-Domane zur Pathogenabwehr am Ort der Pilzinfektion. Die
OsJAC1-JRL-Domane (griin hervorgehoben) erkennt Mannose-Glykokonjugate, die mit der Membran oder
Proteinen von Pflanzen oder Pilzen verbunden sind. Zu den moglichen Pathogenabwehrmechanismen der
OsJAC1-DIR-Doméne (grau hervorgehoben) gehdren eine hemmende Wirkung, die Rekrutierung anderer
abwehrbezogener Proteine und die Aktivitat als Hilfsenzyms. Die Abbildung wurde von Dr. Irene Klberl erstellt.

Zusammenfassend sind folgende Beitrage der OsJAC1-DIR-Domane zur Pathogenabwehr
am Ort der Pilzinfektion denkbar (s. Abb. 75): Die DIR-Domane kdnnte gemeinsam mit der JRL-
Domaéne eine hemmende Wirkung haben, in dem das Volllangenprotein an bestimmte
Strukturen des Pathogens bindet und ihre Aktivitdt unterbindet. Eine weitere Maoglichkeit ist,
dass die DIR-Domane in der Rekrutierung von Abwehrproteinen beteiligt ist. Jedoch kann es
nicht ausgeschlossen werden, dass Galaktose ein Surrogat fiir eine andere physiologische Ver-
bindung ist und die DIR-Doméne eine Aktivitat als Hilf'senzym aufweist. Die Erkenntnisse aus
dieser Arbeit dienen als Grundlage flr weiterfihrenden Studien zur Aufklarung der relevanten
Funktion der Pathogenresistenz von OsJAC1 und anderen Vertretern seiner Familie.
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Allgemeines

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente

ausfihrlich erlautert. Hierfir werden zunachst allgemein verwendete Gebrauchsmittel

aufgelistet und anschliefend die Durchfiihrung der Experimente dargestellt.

C.1 Allgemeines

C.1.1 Gerate

Tabelle 27: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Gerat Beschreibung Hersteller
Agarose-Gelelektrophorese 300 V Netzgerat VWR International GmbH,
Darmstadt
Agarose Gelkammern peqglab Biotechnology,
Erlangen
Autoklave Laboklav ECO SHP Steriltechnik AG,
Detzel Schlof
Fotoapparat Canon EQS 1000D, SLR-  Canon Deutschland GmbH,

Geldokumentationssystem

Magnetriihrer mit Heizplatte

Milli-Q® millipore und millipak
Express 40 0,22 um Filter
PCR-Thermocycler

Peristaltische Pumpe

pH-Elektrode

pH-Meter

Photometer

Pipetten

Digitalkamera mit EF-S
60 mm /2.8 USM
Makro Objektiv
INTAS Gel iX Imager

Heidolph MR 3001 K

Milli-Q®-Wasser
VWR Doppio

Peristaltische Pumpe, P-
1

pH Elektrode 1144C

Mikroprozessor-pH-
Meter 764

NanoDrop 2000c

Eppendorf Research®
(0,1-2,5 uL / 1-10 uL /
10-100 pL / 100-
1000 pL)

Gilson Pipetman, 0,5-5
mL

Krefeld

INTAS Science Imaging
Instruments GmbH,
Gottingen
Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach
Merck KGaA, Darmstadt

VWR International GmbH,
Darmstadt
Pharmacia Fine Chemicals
(ehemals), Pharmacia &
Upjohn, Uppsala,
Schweden
NORDANTEC GmbH,
Bremerhaven
Knick Elektronische
Messgerdte GmbH & Co.
KG, Berlin
Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Ma, USA
Eppendorf AG, Hamburg

Gilson, Middleton, WI, USA
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Beschreibung

Hersteller

Protein-Chromatographiesystem

Reagenzglasschiittler

Schiittler und Inkubator

SDS-PAGE

Vakuum Drehschiebepumpe

Waagen

Zellaufschluss

Zentrifugen

AKTA™ purifer
Aktaprime plus

Reax top

BioCote Stuart rotator
SB2

Eppendorf Thermomixer
compact
New Brunswick™
Innova® 42
Mini-Protean® Tetra
System
XCell SureLock™ Mini-
Cell Electrophoresis
System
Vacuubrand RZ 6

Sartorius (MC1,
LA1200S und 2004MP)
Sonoplus HD2070,
verschiedene
HorngréRen (1,5-50 mL)
Eppendorf Centrifuge
5424R mit
Festwinkelrotor
(ReaktionsgefaRe 1,5
und 2 mL)
Eppendorf Centrifuge
5810R mit
Festwinkelrotor
(Reaktionsgefalle 15
und 50 mL)
Eppendorf Concentrator
5301
Sorvall RC6+ mit
Festwinkelrotor (Sorvall
F10S-4x1000 und Sorvall
F9S)

GE Healthcare, Miinchen
Cytiva, Marlborough, MA,
USA
Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach
BioCote Ltd,
Wolverhampton,

UK
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen

Invitrogen GmbH,
Darmstadt
Vacuubrand GmbH & Co.
KG,
Wertheim
Satorius AG, Gottingen

Bandelin electronic GmbH
& Co. KG, Berlin

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, Ma, USA

Fiir das Arbeiten unter sterilen Bedingungen wurden Verbrauchsmaterialien aus Plastik
autoklaviert (20 min bei 121 °C) und Glasgeréate (Kolben etc.) wurden im Heiluftschrank bei

200 °C Uber Nacht sterilisiert. Bis zu ihrer Verwendung wurden sie verschlossen aufbewahrt.
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C.1.2 Software
Tabelle 28: Ubersicht der verwendeten Software.

Software Beschreibung

Hersteller

ChemBioDraw Ultra
16.0
Clone Manager 9.4

Zeichnung von Strukturformeln

Planung von Klonierungsstrategien

PerkinElmer Informatics

Scientific & Educational

Professional und Bewertung von Sequenzierungen Software
Discovery Studio Darstellung von Sequenz-Alignment Dassault Svstémes
2021 Client und Proteinstrukturen Y
Microsoft Office 365 Erstellung von Textdokumenten,
(Word, Excel, Prasentationen und Abbildungen. Microsoft Corp.
PowerPoint) Auswertung von Datensdtze.
OriginPro 9.0G Statistische Auswertung OriginLab Corp.
Vi
snapGene _lewer Darstellung der Vektorkarten
(free version)
UCSF Resource for
Bi .
UCSF Chimera 1.14 Darstellung von Proteinstrukturen ./ocqmp'utlng,
Visualization and
Informatics
C.2 Materialien
C.2.1 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 29: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien.
Verbrauchsmaterialeien Beschreibung Hersteller
96-Well Assay- Greiner Bio One.®, o Greiner Bio-One
. , Polystyrol/Polypropylen mit V-formigen GmbH,
Mikrotiterplatten .
Boden Frickenhausen
. neolab Migge
Petrischal 92 x 16
etrischaten X 2o mm GmbH, Heidelberg
Pipettenspitzen Luftpolsterpipetten (0,1-1000 pL) neolab Migge
P P P PP ! W GmbH, Heidelberg
. R neolab Migge
Reakt fak 1,5mL, 2 mL, 15 mL und 50 mL
eaktionsgefalle ,5mL, 2 mL, 15 mL un m GmbH, Heidelberg
I . neolLab Migge
Semi-Mikro-Kiivett Polystyrol
emi-Mikro-Kivetten olystyro GmbH, Heidelberg
B. Braun
Sterile Einwegspritzen Injekt® Serie (Polypropylen/Polyethylen) Melsungen AG,
Melsungen

Sterile

Flaschenaufsatzfilter Polyethersulfon (0,2 um)

Celluloseacetatmembran (0,2 um),
Regenerierter Cellulose (Sartorius

Sterile Spritzenfilter
Minisart RC4, 0,45 um)

Zentrifugalkonzentratoren

Vivaspin® 20 (MWCO 10 kDa)

SARSTEDT AG &
Co. KG, Niimbrecht

VWR International
GmbH, Darmstadt

Sartorius AG,
Gottingen
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C.2.2 Nahrmedien und Puffer
Pufferlosungen wurden vorbereitet oder verdiinnt mit Milli-Q® Reinstwasser, sofern
nicht anders angegeben und steril filtriert vor der Verwendung. Die Nahrmedien wurden mit

destilliertem Wasser (dH20) angesetzt und anschliefend autoklaviert.

Tabelle 30: Ubersicht der verwendeten Ndhrmedien- und Pufferzusammensetzung.

Medium /

Puffer Zusammensetzung
Niahrmedien
LB-Agar 15 g Agar / 1L LB-Medium, pH = 7,0
LB-Medium 5g-L'* NaCl, 10 g-L™* Trypton, 5 g-L™* Hefeextrakt
TB-Medium Vorgemischtes Medium 50 g-L™* (Carl Roth), Glycerin (> 99,5 %) 4 mL-L?
Assay-Puffer
KPi-Puffer 50 mm KPi, pH 7,4
Pinoresinol 50 mm KPi, pH 5,0
Assay
Protein-Chromatographie
Puffer A 50 mm TRIS-HCI (pH 7,4), 500 mm NaCl, 20 mm Imidazol
Puffer A2 50 mm TRIS-HCI (pH 7,4), 500 mm NaCl, 20 mm Imidazol, 2 m Harnstoff
Puffer B 50 mm TRIS-HCI (pH 7,4), 500 mm NaCl, 250 mm Imidazol
100 mm TRIS-HCI (pH 8,0), 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 2,5 mm
Puffer E L.
Desthiobiotin
Puffer R 100 mm TRIS-HCI (pH 8,0), 150 mm NaCl, 1 mm EDTA, 1 mm HABA
Puffer W 100 mm TRIS-HCI (pH 8,0), 150 mm NaCl, 1 mm EDTA
SEC-Puffer 50 mm KPi (pH 7,4), 300 mm NacCl

Proteinextraktion aus inclusion-bodies
100 mm TRIS-HCI (pH 7,0), 5 mm EDTA, 5 mm DTT, 2 m Harnstoff, 2 %

Puffer W2 (w/v) Triton X-100

Puffer W3 100 mm TRIS-HCI (pH 7,0), 5 mm EDTA, 5 mm DTT

Puffer E2 50 mm TRIS-HCI (pH 8,0), 5 mm EDTA, 5 mm DTT, 1 M L-Arginin
Agarose-Gelelektrophorese

50x TEA 2 M TRIS, 50 mm EDTA (Stamml6sung: 0,5 m, pH 8,0), 0,9 m Essigsdure
Agarose-Gel- 1x TEA, 0,8 % (w/v) Agarose, 0.1 %o Gel Red™ (Bioticum Inc., Hayward,
Losung CA, USA)

>x DNA- 100 mm EDTA, 43 % (v/v) Glycerol, 0,05 % (w/v) Bromphenol Blau
Ladepuffer ’ T

Die oben aufgelisteten Komponenten wurden von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe),
IBA Lifesciences (Gottingen), Sigma-Aldrich/Merck KGaA (Darmstadt), Alfa Aesar/Thermo
Fisher Scientific (Kandel) und VWR International GmbH (Darmstadt) erworben und den

Herstellerangaben entsprechend gelagert.
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C.2.3 Stammldsungen und Standards.

Tabelle 31: Ubersicht aller verwendeten Stammlésungen und Standards. Antibiotika und IPTG wurden vor
Gebrauch sterilfiltriert.

Substanz Stammlosung Finale . Hersteller
Konzentration
Antibiotika mg-mL*? pg-mL?
Ampicillin 100 100
Gentamicin 20 20 Carl Roth GmbH & Co.
Chloramphenicol 20 20 KG
IPTG 0,1m 0,1 mm
Standard
Roti®Mark 10-150 i i Carl Roth Séan & Co.
Gel Filtration Markers Kit for . .
Protein Molecular Weights 10 - 39 ma-AIicérl;h/Merck
12-200 kDa @
Fermentas GeneRuler DNA - - Thermo Fisher
Ladder Mix Scientific

C.2.4 Zuckerverbindungen

Tabelle 32: Ubersicht aller verwendeten Zuckerverbindungen und sonstigen benétigte Reagenzien fiir Assays.

Reagenzien Hersteller

1,4-B-p-Galactobiose, Galactan, Laminaribiose Megazyme, Bray, Irland

>a-Mannobiose Dextra Laboratories Ltd,
Reading, UK

D(+)-Galactose AppliChem GmbH, Darmstadt

b-(+)-Maltose Monohydrat TCI Deutschland GmbH,
Eschborn

b-(+)-Mannose Thermo Fisher Scientific GmbH,
Waltham, Ma, USA

D-Sorbit, D-(+)-Xy|ose., L-Rhamnose Monohydrat, N- Merck KGaA, Darmstadt

Acetyl-D-Galactosamine

Carl Roth GmbH + Co. KG,

Karlsruhe

Carbosynth Limited, Berkshire,

UK

GLYCON Biochemicals GmbH,

Luckenwalde

Saccharose, Dithiothreitol (DTT) Fisher Chemical, Schwerte

a-D(+)-Glucose, b(+)-Melibiose-Monohydrat, N-

Acetylneuraminsdure, B-p-Gentiobiose, Lactose, b-(+)-

Trehalose

L-(+)-Arabinose

N,N'-Diacetylchitobiose

N-Acetyl-B-D-Glucosamin

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe
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C.2.5 Plasmide und Mikroorganismen

Tabelle 33: Verwendete Vektoren und Bakterienstamme.

Stamm / Plasmid

Genotyp

Herkunft/Referenz

E. coli
ArcticExpress
(DE3)

E. coli B F- ompT hsdS(rs” mg~) decm* Tet" gal
A(DE3) endA Hte [cpn10 cpn60 Gent']

Agilent
Technologies!?74

E. coli BL21 (DE3)

fhuA2 [lon] ompT gal (A DE3) [dcm] AhsdS A
DE3 = A sBamHIo AEcoRI-B
int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5

New England BioLabs
Inc., Ipswich, MA,
USA[273]

fhuA2::1S2 A(mmuP-mhpD)169 AphoA8

New England BioLabs

E. coli DH5a gInX44 ¢80d[AlacZ58(M15)] rfbD1 gyrA96 Inc., Ipswich, MA,
luxS11 recA1 endA1 rph"" thiEl hsdR17 USAL276]
Plasmid
DETS1b(+) lacl, T7(lacUV5::), f1 Ori, AmpR, N-terminal Novagen/Merck
6xHis*Tag, pBR322 Ori KGaA, Darmstadt
Takara Bio Inc.,
pKJE7 araB(dnaK, dnaJ, grpE), araC, CmR®, pACYC ori  Kusatsu City,

PET51b(+)::his-
tag_fidirl
PET51b(+)::his-
tag_atdir6
PET51b(+)::strep_
fidirl
PET51b(+)::strep_
atdir6

PET51b(+)::strep_
malE_ fidirl

PET51b(+)::strep_
malE_atdir6

pET15b

pET15b::0sjacl

pPET15b::strep_osj
acl_dir

pET15b::his-
tag_osjacl_dir

pET15b::his-
tag_osjacl_dir-
RH
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pET51b(+)-Vektor mit FiDIR1-Gen enkodiert
FiDIR1 mit einem N-terminalen Hise-Tag
pET51b(+)-Vektor mit AtDIR6-Gen enkodiert
AtDIR6 mit einem N-terminalen Hiss-Tag
pET51b(+)-Vektor mit FiDIR1-Gen enkodiert
FiDIR1 mit einem N-terminalen Strep®-Tag
pPET51b(+)-Vektor mit AtDIR6-Gen enkodiert
AtDIR6 mit einem N-terminalen Strep®-Tag
pET51b(+)-Vektor mit malE_FiDIR1-Gen
enkodiert FP aus MBP (N-terminalen Strep®-
Tag) und FiDIR1

pPET51b(+)-Vektor mit malE_AtDIR6-Gen
enkodiert FP aus MBP (N-terminalen Strep®-
Tag) und AtDIR6

AmpR, lacl, T7(lacUV5::)

pET15b-Vektor mit OsJAC1-Gen enkodiert
Volllangenprotein (OsJAC1) mit einem N-
terminalen Hiss-Tag

pET15b-Vektor mit strep_OsJAC1_dir-Gen
enkodiert Domadnen-Protein (OsJAC1-DIR) mit
einem N-terminalen Strep®-Tag
pET15b-Vektor mit his-tag_OsJAC1_DIR-Gen
enkodiert Domédnen-Protein (OsJAC1-DIR) mit
einem N-terminalen Hise-Tag

pET15b-Vektor mit his-tag_OsJAC1_DIR _RH-
Gen enkodiert Domanen-Protein (OsJAC1-
DIR-RH) mit einem N-terminalen Hiss-Tag

Japan?771

J. Rosengarten
J. Rosengarten
J. Rosengarten

J. Rosengarten

J. Rosengarten

J. Rosengarten

Novagen/Merck
KGaA, Darmstadt

Prof. U. Schaffrath,
RWTH Aachen

M. N6thl220

Prof. U. Schaffrath,
RWTH Aachen

Diese Arbeit



pET15b::strep_osj
acl_jrl

pET15b::his-
tag_osjacl_jrl

pColdIV

pCold IV::his-
tag_osjacl

Materialien

pET15b-Vektor mit strep_OsJAC1_JRL-Gen
enkodiert Domdnen-Protein (OsJAC1-DIR) mit
einem N-terminalen Strep®-Tag
pET15b-Vektor mit his-tag_OsJAC1_JRL-Gen
enkodiert Doméanen-Protein (OsJAC1-JRL) mit
einem N-terminalen Hise-Tag

cspA Promoter, lacl, ColE1 Ori, AmpR, M13 IG

pColdIV-Vektor mit OsJAC1-Gen enkodiert
Volllangenprotein (OsJAC1) mit einem N-
terminalen Hise-Tag

M. N6thl220

Prof. U. Schaffrath,
RWTH Aachen

Takara Bio Inc.,
Kusatsu City, Japan

Diese Arbeit

C.2.6 Oligonukleotide

Tabelle 34 listet die in dieser Arbeit erstellten und eingesetzten Oligonukleotide auf. Fir

die round-the-horn-PCR Methode (B.3.1, S.64) wurden die ersten beiden Primer aus

Tabelle 34 verwendet. Die Primer (pColdIV_fw/rev_NHU) wurden fiir das Gibson-Assembly

(B.3.1, S. 64) verwendet. Die letzten beiden Primer aus Tabelle 34 wurden verwendet, um die

Klonierung in einen pCold-Vektor mittels Sequenzierung zu Gberprifen.

Tabelle 34: Ubersicht der verwendeten Primer in dieser Arbeit. Die angegebenen Schmelzpunkte (Twm) sind die

Angaben des Herstellers.

Tm
Name Sequenz 5°-3' [°C]
DIR-RH-fw TAACAAAGCCCGAAAGG 58,8
DIR-RH-rv TGACCCTTTTAAGAGAGGAC 57,4
pColdIlV_fw_NHU GCACACTTAATTATTAAGAGGTAATACCAATGGGCAGCAGCCATC 78,9
pColdlV_rev._ NHU GCAGGTCGACAAGCTTGTTAGATCGGCTGCACGTA 82,0
pCold-fw ACGCCATATCGCCGAAAGG 69,1
pCold-rv GGCAGGGATCTTAGATTCTG 60,2
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C.3 Methoden

C.3.1 Molekularbiologische Methoden

C.3.11 Konstrukte und Klonierung

Wie in Tabelle 33 (S. 156) zu sehen ist, standen alle bendtigten DNA-Konstrukte fiir diese
Arbeit bereits zur Verfiigung. Fiir die heterologe Uberexpression wurden hauptsichlich die
Gene in dem pET-15b-Vektor verwendet. Die resultierenden Proteine enthielten einen
N-terminalen Hise-Tag. Flr diese Arbeit wurden zwei Anpassungen in der Konstruktion der
Vektoren vorgenommen. Zu einem wurde durch eine round-the-horn PCRI?78l das C-terminale
Ende des OsJAC1-DIR-Domanenproteins verkirzt und zum anderem wurde das osjac1-Gen
durch Gibson-Assembly in das pColdIV-Vektorsystem kloniert. Die Durchfiihrung dieser beiden

Methoden wird im Folgenden detailliert erlautert.

Round-the-horn PCR

Durch die round-the-horn PCR?78 wurde der urspriingliche Vektor fiir das OsJAC1-DIR-
Domanenprotein verkiirzt (s. S.65). Hierflir wurden die Primer so erstellt, dass die zu
entfernenden Stellen im Vektor nicht abgedeckt und entsprechend durch die PCR nicht
amplifiziert wurden. Da die Primer nicht komplementar zueinander sind, erfolgte die
Amplifikation exponentiell. Es wurden drei unterschiedliche Temperaturen fir die Anlagerung

der Primer in der PCR verwendet (s. Tabelle 35).

Tabelle 35: Round-the-horn PCR-Zusammensetzung und Reaktionsbedingung.

Zusammensetzung Bedingungen
Temp. .
Komponente Volumen [uL] Prozess [°C] Dauer [min]
Phusion Puffer 5x 5 Initiale Denaturierung 95 6
10 mm dNTPs 0,5 Denaturierung? 95 0,5
10 um Primer fw 1,25 Anlagerung? 58/63/68 0,5
10 um Primer rv 1,25 Elongation? 72 1,5
Template DNA 0,5(10 ng) Elongation zum Schluss 72 10
DMSO 0,6 Lagerung 10 (06)
dd H,0 15,2
Phusion Polymerase 0,5

1Reaktionsschritt wurde 35-mal im Zyklus wiederholt.

Lediglich die PCR mit der hochsten verwendeten Temperatur fir die Primer-Anlagerung
von 68 °C fiihrte zu einer Amplifikation der Ziel-DNA. Nach der PCR enthielt die
Reaktionsmischung die Ziel-DNA und das DNA-Template. Zur Entfernung des DNA-Templates

wurde ein gezielter Verdau mit dem Restriktionsenzym Dpnl (FastDigest System, Thermo
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Fischer Scientific, Waltham, Ma, USA) angewendet. Das Enzym erkennt und hydrolysiert
methylierte DNA. Da das PCR-Produkt (Ziel-DNA) nicht methyliert ist, wird es entsprechend
nicht von Dpnl abgebaut. Fiir den Verdau wurden 0,5 pL der Dpnl-L6sung zur PCR-Mischung
hinzugegeben und fir 20 min bei 37 °Cinkubiert. AnschlieBend wurde die PCR-Mischung liber
eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und die Ziel-DNA aus dem Gel extrahiert
(C.3.1.3). Die resultierende DNA wies blunt ends auf, wodurch die DNA- Zirkularisierung durch
Uberlappungen der DNA-Enden verhindert wurde. Jedoch waren die verwendeten Primer am
5'-Ende phosphoryliert und konnten durch eine Ligase zirkularisiert werden. Die Ligation
konnte ebenfalls im Wirtsorganismus erfolgen, weswegen der entsprechende E. coli-Stamm
transformiert wurde mit dem PCR-Produkt (C.3.2.3). Um die erfolgreiche Entfernung der
Sequenz nachzuweisen, wurden Vorkulturen und Plasmid-Isolationen von sechs Kolonien
durchgefiihrt. AnschlieRend erfolgte ein Testverdau der erhaltenen Plasmid-DNA mit den
Restriktionsenzymen BamH! und Xbal. Der zu entfernende Sequenzbereich des DNA-
Templates weist eine Restriktionsstelle fir BamHI auf. Wird die gewiinschte Sequenz nun
entfernt, kann das Plasmid an dieser Position nicht geschnitten werden. Die Kombination mit
Xbal ergibt zwei Fragmente fir das urspriingliche Konstrukt des DNA-Templates. Die
resultierenden Fragmente hatten eine GréRe von 611 bp und 5599 bp. Dies wurde als
Negativkontrollen verwendet. Im Fall, dass die Sequenz richtig entfernt wurde, ist lediglich
Xbal in der Lage das Plasmid zu schneiden. Dadurch entstand ein Fragment liber 6 kbp. Fir
den Restriktionsverdau wurde das FastDigest System (Thermo Fischer Scientific) verwendet
und 100 ng DNA wurde fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch eine anschlieBende Agarose-
Gelelektrophorese wurde fiir zwei Kolonien das richtige Fragmentationsprofil (eine Bande bei
6 kbp) beobachtet. Es folgte eine Sequenzierung (C.3.1.2) zur weiteren Verifikation und zwei

Glycerinkulturen wurden erstellt zur Lagerung bei -80 °C (C.3.2.1).
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Gibson-Assembly

Fir die gezielte Insertion des OsJACI-Gens in das pColdIV-Expressionsvektor wurde die
Gibson-Assembly-Klonierungsmethode angewendet. Das Ziel-Insertionsgen wurde zundchst
mit geeignetem Primer (s. Tabelle 34, S. 157) mittels einer PCR amplifiziert und verlangert (s.
Tabelle 36). Die Sequenzverldngerung ist dabei komplementdr zu der gewinschten

Insertionsposition des Vektors.

Tabelle 36: Zusammensetzung der PCR fiir die anschlieBende Gibson-Assembly-Methode und die PCR-
Reaktionsbedingung.

Zusammensetzung Bedingungen
Temp. .
Komponente Volumen [pL] Prozess [°C] Dauer [min]

Phusion Puffer 5x 5 Initiale Denaturierung 95 5

10 mm dNTPs 0,5 Denaturierung? 95 10 s

10 uM Primer fw 1,25 Anlagerung? 64 0,5
10 uMm Primer rv 1,25 Elongation? 72 1
Template DNA 1,1 (10 ng) Elongation zum Schluss 72 5
dd H,0 15,2 Lagerung 10 @

Phusion Polymerase 0,25

1Reaktionsschritt wurde 35-mal im Zyklus wiederholt.

Das PCR-Produkt wurde zunachst nach den Angaben des Kit-Herstellers (innuPREP
DoubleEpure Kit, Analytiklena AG, Jena) gereinigt (Elution erfolgte mit dH,0). Um das Ziel-Gen
in den Vektor einzubringen, muss die Vektor-DNA linearisiert vorliegen. Hierfiir wurden zwei
geeignete Schnittstellen im Plasmid gewdhlt (Ndel und EcoRl), die eine wiederholte
Zyklisierung verhindern und die entsprechenden komplementdren Sequenzen zu dem Ziel-
Gen enthalten. Die Plasmid-DNA wurde nach den Arbeitsschritten fiir die Transformation von
E. coli DH5a (C.3.2.3), Erstellung der Vorkulturen (C.3.2.1) und Plasmid-Isolation (C.3.1.2)
erhalten. Der Restriktionsverdau erfolgte durch das FastDigest System (15 min bei 37 °C) und

die Zusammensetzung des Verdaus ist in Tabelle 37 aufgelistet.

Tabelle 37: Zusammensetzung des Restriktionsverdaus fiir die Linearisierung des pColdIV-Vektors.

Komponente Volumen [uL]
Ndel / EcoRI Jeweils 0,5
10x Puffer 2
DNA 500 ng 4
dd H;0 13

Nach dem Verdau erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Restriktionsenzyme flir 20 min bei
80 °C und ein anschlieRender Waschschritt (analog zur PCR durch innuPREP DoubleEpure Kit).

Die linearisierte Vektor-DNA wurde im nachsten Schritt mit der Ziel-DNA und dem Gibson-
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Assembly-Mastermix kombiniert. Die enthaltenen Komponenten im Mastermix (s. Tabelle 38
flr die Zusammensetzung) katalysierten die Insertion des Ziel-Gens in den Vektor. Hierfur
erzeugt die T5-Exonuklease sticky-ends, die das Annealing von komplementdaren DNA-
Sequenzen des Vektors und des Ziel-Gens ermoglicht. Die Licken werden von der
vorhandenen Polymerase (Phusion Hot Start Il) aufgefillt und anschlieend von der Tag-DNA-
Ligase ligiert, wodurch das gewiinschte Konstrukt entsteht. Das Reaktionsgemisch bestand aus
2,0 uL (27,1 ng-uL?) linearisierte Vektor-DNA, 1,5 pL (340 ng-uL?) Ziel-DNA, 10 pL Gibson-
Assembly-Mastermix und mit dH,O wurde es auf ein Endvolumen von 20 uL aufgefillt. Die
Reaktion wurde 1 h lang bei 50 °C inkubiert.

Tabelle 38: Zusammensetzung des Mastermixes und des ISO-Puffers fur die Gibson-Assembly-
Klonierungsmethode.

Gibson-Assembly-Mastermix 5x ISO-Puffer
Komponente Volumen Komponente Volumen
[pL] [pL]
TRIS-HCI (1 m,
ISO-Puffer (5x%) 60 oH 7.5) 500
T5-Exonuclease
24 MgCl; (2 2
(100 U-mLY) gCl2 (2 M) >
Phusion Hot Start Il DNA- dNTPs (jeweils
18 4 x 10 pL
Polymerase (0,4 U-uL?) 100 mm) XAH
Taq DNA-Ligase
0,25 DTT (1 50
(8000 U-pL) ’ (1 ™)
dd H,0 450 PEG-8000 250 mg
NAD* (100 mm) 50

Nach dem Gibson-Assembly wurde die Reaktionslosung verwendet fir die
Transformation von E. coli DH5a. Das Vorhandensein des Ziel-Gens im pColdIV-Plasmid wurde
mittels Kolonie-PCR getestet. Hierflir wurden insgesamt neun Kolonien aus der Agar-Platte
mit einer Pipettenspitze entnommen und direkt in die Kolonie-PCR-Mischung (s. Tabelle 39)
pipettiert. Fir die PCR wurden die erstellten Primer fiir das Gibson-Assembly verwendet. Die

Reaktionsbedingung fiir die Kolonie-PCR ist in der folgenden Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 39: Zusammensetzung der Kolonie-PCR und die Reaktionsbedingung.

Zusammensetzung Bedingungen
Komponente Volumen [uL] Prozess Temp. [ °C] Dauer [min]
RedTaq@igeady / Initiale Denaturierung 95 5
mix
10 um Primer fw 1,5 Denaturierung? 95 10's
10 uM Primer rv 1,5 Anlagerung? 64 0,5
Elongation? 72 1
Elongation zum Schluss 72 5
Lagerung 10 (o0]

1Reaktionsschritt wurde 25-mal im Zyklus wiederholt.

Fir die Negativkontrolle wurde Wasser verwendet und fiir die Positivkontrolle das PCR-
Produkt des Ziel-Gens. Von den neun ausgewahlten Kolonien konnte fiir eine Kolonie das
gewiinschte Insert-Gen nachgewiesen werden. Es folgte eine Sequenzierung (C.3.1.2) zur

weiteren Verifikation und die Erstellung einer Glycerinkultur zur Lagerung bei -80 °C (C.3.2.1).

C.3.1.2 Plasmid-Isolation und Sequenzierung

Isolierte Plasmide wurden zur Transformation von entsprechenden Wirtsorganismen
verwendet. Fir die Herstellung wurden 2 mL Vorkultur verwendet. Die Praparation erfolgte
mit dem innuPREP DNA Mini Kit (Analytiklena AG, Jena). Das entsprechende Protokoll des
Herstellers mit den folgenden Schritten wurde befolgt: Alkalische Lyse, Neutralisation,
Bindung der DNA an das Saulenmaterial, Waschen und Elution der DNA. Die Elution wurde
allerdingt mit 35 puL H,0O anstatt des mitgelieferten Elutionspuffers durchgefiihrt. Die DNA-
Konzentration wurde photometrisch (Absorption bei A = 260 nm) mit dem NanoDrop 2000c
bestimmt. Hierflir wurde 2 uL der DNA-Probenl6sung verwendet und H,O als Referenzprobe.

Zur Sequenzidentifikation wurden zwischen 350 und 500 ng Plasmid-DNA mit der
entsprechenden Menge H;0 gemischt, um ein Gesamtvolumen von 20 plL zu erreichen. Alle

Proben wurden durch GATC Biotech AG (Konstanz) sequenziert.

C.3.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in Kombination mit unterschiedlichen
molekularbiologischen Methoden verwendet, um die GroRe zu bestimmen und/oder
Plasmide oder Gene zu isolieren. Die Agarose-Gel-Losung wurde durch Aufkochen von 0,8 %
(w/v) Agarose in TEA-Puffer bis zur vollstandigen Auflosung der Agarose hergestellt. Nach
Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs Gel Red™ (Bioticum Inc., Hayward, CA, USA)wurde die
Losung bei 60 °C gelagert, um eine Erstarrung der Agarose wahrend der Lagerung zu
vermeiden. Der Farbstoff Gel Red™ erméglicht den selektiven Nachweis von DNA-Strangen
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durch Fluoreszenz, indem es in die DNA interkaliert. Das Abkiihlen des Gels nach dem GielRen
erfolgte bei Raumtemperatur (~25 °C) fir etwa 30 min. Die Proben wurden mit (5x) DNA-
Ladepuffer gemischt, bevor sie in die Agarosegel-Probenkammern geladen wurden. Zur
GroRenbestimmung wurden 1-1,5 pL des DNA-GroRenstandards GeneRuler 1 kb DNA-Leiter
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) als GroRenvergleich verwendet. Die Elektrophorese
wurde fiir 26 min bei 180 V in (1x) TEA-Puffer durchgefiihrt. Die Dokumentation des Agarose-
Gels erfolgte mit dem Gel-Dokumentationssystem INTAS Gel iX Imager.

Im Fall, dass ein reines DNA-Produkt benétigt wurde, erfolgte nach der Agarose-
Gelelektrophorese die Isolierung der Ziel-DNA durch Gelextraktion mit dem innuPREP
DOUBLEpure Kit (AnalytikJena AG, Jena). Das gewiinschte Fragment wurde mit einem Skalpell
aus dem Agarosegel herausgeschnitten und in ein 2,0 mL Reaktionsgefal} gegeben. Die DNA-
Extraktion wurde nach dem Protokoll des Kit-Herstellers durchgefiihrt. Abweichend vom
Protokoll erfolgte die Elution der DNA mit H.O (30 plL) anstatt mit dem mitgelieferten

Elutionspuffer.
C.3.2 Mikrobiologische Methoden

C.3.2.1 Kultivierung von Vorkulturen und Anfertigung der Glycerinkulturen
Vorkulturen wurden zur Plasmid-Praparation und zur Inokulation von heterologen
Expressionen verwendet. Die Proliferation fiir die Plasmid-Praparation erfolgte in einem
ReaktionsgefalR (10 mL) mit 5 mL LB®™P Medium. Die jeweiligen Zellen wurden aus einer
Glycerinkultur gewonnen und Utber Nacht bei 37 °C und 200 rpm gezlichtet. Zur Herstellung
der Glycerinkulturen wurde eine Mischung aus 700 mL Zellsuspension und 300 puL 80 %

Glycerin in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

C.3.2.2 Herstellung chemischer kompetenter E. coli-Stamme

Damit die eingesetzten E. coli-Stamme (s. Tabelle 33, S. 156) in der Lage sind, Plasmid-
DNA aufzunehmen, wurden vorher entsprechende chemisch kompetente Zellen hergestellt.
Alle verwendeten Salzlésungen, Nahrmedien, Kolben und Becher lagen steril vor. Zunachst
wurde eine 5 mL-Vorkultur (LB-Medium) mit dem gewiinschten Stamm angesetzt und Gber
Nacht bei 37 °C inkubiert. Im Fall von E. coli ArcticExpress (DE3) wurde 20 um Gentamicin ins
Medium gegeben, da der Stamm bereits die entsprechende Resistenz aufwies. Anschliefend
wurde 400 mL LB-Medium in einem 5L Fernbachkolben (mit Schikanen) mit 2 mL der
Vorkultur inokuliert und bis zu einer ODggo von 0,4-0,6 bei 37 °C und 120 rpm inkubiert.
Danach wurde die Kultur zentrifugiert (10 min, 4 °C, 1230 x g) und das resultierende Zell-Pellet
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in 10 mL 100 mm MgCl; (auf Eis vorgekiihlt) suspendiert. Nach etwa 20 min Inkubation der
Zellsuspension (auf Eis), wurde die Kultur erneut zentrifugiert (10 min, 4 °C, 1230 x g) und
anschlieBend in 2 mL einer 100 mm CaCly-Lésung mit 15 % (w/v) Glycerin suspendiert. Die
Zellsuspension wurde in sterile ReaktionsgefaRe (1,5mL) in 50 pL aliquotiert und sofort mit
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Zellen wurden bis zu ihrer Verwendung bei -80 °C

gelagert.

C.3.23 Transformation von kompetenten E. coli-Stammen

Flr die heterologe Genexpression oder um Plasmid-DNA zu replizieren, erfolgte eine
Transformation der geeigneten Wirtsorganismen mit der gewiinschten Plasmid-DNA. Die
Transformation von chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurde mittels der
Hitzeschockmethode durchgefiihrt. Hierfiir wurde 100 ng-uL? der Plasmid-Lésung zu 50 pL
chemisch kompetenter Zellen (s. oben) hinzugegeben und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen in einem Warmeblock fir 90 Sekunden auf 42 °C erhitzt. Eine
klrzere Inkubationszeit von 30 s flihrte im Fall von E. coli ArcticExpress (DE3) zu einer h6heren
Transformationseffizienz. Nach dem Hitzeschock wurde der Zellsuspension 1 mL LB-Medium
zugesetzt und anschliefend fir 1 h bei 37 °Cinkubiert. Danach wurden die Zellen fir 1 min bei
10.000 x g pelletiert und etwa 900 uL Uberstand entfernt. Die Zellen wurden im restlichen LB-
Medium wieder suspendiert (etwa 100 pL) und auf eine Agarplatte mit dem geeigneten
Selektionsantibiotikum Ubertragen. Kolonien des transformierten Stammes wurden nach 18 h
Inkubation bei 37 °C beobachtet. Angeimpfte Agarplatten wurden bis zu zwei Wochen bei 4 °C
gelagert. Einzelne Kolonien wurden fiir die Anfertigung von Vorkulturen und Glycerinkulturen

verwendet.
Cc3.24 Heterologe Expression

Allgemeine Expressionsbedingung

Fir die bakterielle Kultivierung oder heterologe Uberexpression wurden alle
verwendeten Nahrmedien vorher autoklaviert und bei RT gelagert. Die entsprechenden
Antibiotika wurden den Nahrmedien vor der Verwendung steril zugesetzt. Folgende
Arbeitsschritte wurden allgemein fir jede Kultivierung im Kolben (50 mL -5 L) befolgt:

Die Hauptkultur wurde mit einer Vorkultur (C.3.2.1) 1:100 (v/v) inokuliert. Fur die
Produktion von gréBeren Proteinmengen wurden 1 L TB-Medium in 5 L Fernbachkolben (mit
Schikanen) verwendet. Fir E. coli Stamme mit einem pET15b-Vektor wurde Ampicillin
hinzugegeben und zusétzlich fur die Co-Expression von Chaperonen durch den pKJE7-Vektor
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wurde Chloramphenicol und fir E. coli ArcticExpress (DE3) Gentamicin hinzugefligt. Die
Expressionskultur wurde bei 37 °Cund 120 rpm bis zum Erreichen eines ODggo-Werts zwischen
0,4-0,6 inkubiert. Die Induktion der heterologen Uberexpression erfolgte durch Zugabe von
IPTG (Endkonzentration 0,1 mm) und zusatzlich fir die Induktion der Chaperonen aus dem
pKJIE7-Vektor wurde L-Arabinose (Endkonzentration 1 mg-mL?) hinzugegeben. Nach der
Induktion wurden die Kulturen fiir 24 h bei 25 °C und 120 rpm konstant inkubiert. Die
anschliefende Zellernte erfolgte durch Zentrifugation (15 min, 3000 x g, 4 °C). Zum Schluss

wurden die Zellpellets bis zur ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.
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Optimierte Expressionsbedingungen

Im Folgenden werden die abweichenden bzw. optimierten Expressionsbedingungen
erlautert: Die rekombinanten pflanzlichen DIR-Proteine (AtDIR6 und FiDIR1) wurden bei 15 °C
flr 24 h in den entsprechenden E. coli Kulturen produziert (nach der Induktion). Zuvor wurde
2 % Ethanol (v/v) dem Ndhrmedium zugegeben. Die Zugabe von Ethanol hat sich als besonders
effektive MaRBnahme erwiesen, um die Loslichkeit und die Uberexpression zu steigern. Analog
zu den beiden DIR-Proteinen wurde fiir die heterologe Produktion der OsJAC1-Proteine
(Volllangenprotein, DIR- und JRL-Doméane) ebenfalls 2% Ethanol (v/v) zu Beginn
hinzugegeben. Jedoch wurde abweichend nach dem Erreichen des ODgoo-Werts (0,4-0,6) ein
Kalteschock durchgefiihrt, bei dem die Kolben fiir 0,5 h auf Eis inkubiert wurden. Vor der
Induktion mit 100 um IPTG wurden die Zellen zusatzlich fir 0,5 h bei 10 °C und 120 rpm

inkubiert. Nach der Induktion wurden die Zellen fiir 3,5 d bei 10 °C konstant inkubiert.

C.3.3 Proteinbiochemische Methoden

Tabelle 40 zeigt relevante Parameter flir die unterschiedlichen verwendeten
rekombinanten Proteine an, die in proteinbioschemische und strukturbiologische Messungen
und Berechnungen eingesetzt wurden. Die Werte wurden durch den Online-Tool ProtParam
des ExPASy-Servers bestimmt.[1%1 Als Affinitits-Tag wurde in den meisten Fillen der Hise-Tag
(His) verwendet. Zur Vollstandigkeit werden in Tabelle 40 ebenfalls die Parameter fiir die

Proteine mit einem Strep-Tag® (Strep) aufgelistet.

Tabelle 40: Ubersicht von verwendeten biochemischen Parameter der rekombinanten Proteine, berechnet durch
den Online-Tool ProtParam des ExPASy-Servers.['%] Die Abkiirzung in der Tabelle steht fiir folgende Parameter:
€ = Extinktionskoeffizient (unter der Annahme, dass alle Cys-Reste reduziert sind), MW = Molekulargewicht, pl =
Theoretischer isoelektrischer Punkt.

Protein e [Mteml MW [kDa] pl Anzahl Reste
AtDIR6-His 20400 22,41 6,74 197
FiDIR1-His 32890 23,14 6,48 205

AtDIR6-Strep 25900 22,59 6,41 199
FiDIR1-Strep 38390 23,36 6,06 207
MBP-AtDIR6-Strep 92250 63,33 5,37 570
MBP-FiDIR1-Strep 104740 64,07 5,30 578
OsJAC1-His 47900 35,57 6,49 329
OsJAC1-JRL-His 25440 18,39 6,39 170
OsJAC1-DIR-His 27960 20,90 8,14 194
OsJAC1-JRL-Strep 30940 18,60 6,05 172
OsJAC1-DIR-Strep 33460 21,18 8,27 196
OsJAC1-DIR-His-RH 22460 19,32 7,21 178
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C.3.3.1 Zellaufschluss

Um die heterolog produzierten Proteine aus den E. coli Zellen zu isolieren, wurde
zunachst ein Ultraschall Zellaufschluss durchgefiihrt. Hierfiir wurden die bei -20 °C gelagerten
Zellpellets (C.3.2.4) im ersten Schritt aufgetaut. 1 g Zellpellet wurde mit 2 mL eines fiir die
Proteinaffinitatschromatographie genutzten Waschpuffers verdiinnt. Die Zell-Lyse wurde mit
5x10 Zyklen, einer Intensitat von 37 %, mit 30 s Pulsen und 30s Ruhepausen fir eine
Gesamtzeit von 10 min (BANDELIN Sonoplus HD220 und mit einer geeigneten Sonotrode,
abhangig vom Volumen der Probe) durchgefiihrt. Durch die Warmeerzeugung wahrend der
Zell-Lyse muss die Probe durchgehend gekiihlt werden, um eine Denaturierung des Proteins
zu verhindern. AnschlieRend wurden die lysierten Zellen bei 16.000 rpm und 4 °C fiir 45 min
zentrifugiert (SORVALL RC6 Plus), um die Proteinlésung von den Zelltrimmern zu trennen.
AbschlieBend wurde das Lysat durch einen Spritzenfilter filtriert (0,45 um Poren, VWR) und

konnte nun fir die Proteinaffinitaitschromatographie genutzt werden.

C.3.3.2 Affinitatschromatographie fiir die Proteinisolation

Fiir die Proteinisolation wurden alle verwendeten Puffer (s. Tabelle 30, S. 154) vorher mit
einem Flaschenaufsatzfilter (0,2 um Poren) filtriert, anschliefend fiir 0,5 h im Ultraschallbad
entgast und bis zur ihrer Verwendung bei RT gelagert. Flr die Isolation standen zwei
unterschiedliche Affinitats-Tags zur Verfiigung, diese befanden sich jeweils in allen
rekombinanten Proteinen am N-terminalen Ende. Die Proteinisolation erfolgte mit der
Aktaprime plus (Cytiva) unter RT. In allen Isolationsverfahren wurde das Lysat kontinuierlich
im Zyklus mit einer peristaltischen Pumpe fiir 0,5 h auf die entsprechende Saule geladen. Im
Anschluss zu der Proteinisolation erfolgte ein Pufferwechsel (C.3.3.4) und die Reinheit der

erhaltenen Proteinlosung wurde durch SDS-PAGE (C.3.3.5) gepriift.

Isolation mittels StrepTactin®-Affinitdtschromatographie

Der Strep-tag® ist ein kurzes Peptid, bestehend aus acht Resten (WSHPQFEK), das mit
hoher Selektivitit an Strep-Tactin® bindet.[?7®! Aufgrund der hohen Affinitat kann die Isolation
der rekombinanten Proteine in einem Schritt erfolgen.[192l Hierfiir wurde zunichst die
kommerziell erhaltliche Strep-Tactin®-Saule (5 mL Strep-Tactin® Superflow Kartusche, IBA
GmbH, Gottingen) mit Puffer W fiir 5 CVs (Sdulenvolumen; 1 CV =5 mL) und bei einer Flussrate
von 1 mL-mint dquilibriert. Nachdem die Sdule mit dem Lysat beladen wurde (s. oben) folgte
der Waschschritt fir 10 CV mit Puffer W. In einigen Experimenten wurden die ersten vier

Fraktionen (jeweils 2 mL) gesammelt und untersucht. Danach folgte die Elution der
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rekombinanten Proteine mit Puffer E fiir 8 CV in jeweils 0,5 mL Fraktionen. Um die Saule fir
weitere Isolationen zu nutzen, wurde sie mit Puffer R (5 CV) regeneriert. Ein Farbwechsel der
Saule von gelb nach rot zeigte den Regenerationsprozess an und die Intensitat der roten Farbe
war ein MaR fir die Aktivitat des Strep-Tactins® auf der Saule. Die Saule wurde in Puffer W bei

4 °C gelagert.

Isolationsbedingung mittels IMAC

Die IMAC beruht auf der Wechselwirkung zweiwertiger Ni-lonen, die an der Sdule durch
Nitrilotriessigsaure (NTA) komplexiert sind mit dem Hiss-Tag (bestehend aus sechs Histidin-
Resten). Die rekombinanten Proteine wurden unter Verwendung einer Ni-NTA-Saule (CV =
5 mL) von IBA GmbH isoliert. Zuerst wurde die Saule mit 3 CV-Wasser gespiilt und dann mit
5 CV Puffer A bei einer FlieBgeschwindigkeit von 2,5 mL-min™ &quilibriert. Der Waschschritt
umfasste 12 CV Puffer A (oder A2) und eine einstufige Erhéhung von Puffer B, um unselektiv
gebundene Verunreinigungen zu entfernen (30 % Puffer B fiir 8-12 CV). Das Protein wurde
mit 10 CV Puffer B (100 %) eluiert in jeweils 2,5 mL Fraktionen. Die Sdule wurde in 20 %
Ethanol (v/v) bei 4 °C gelagert. Puffer A2 wurde verwendet, um die Verunreinigung mit

Chaperonen zu reduzieren (A.3.1.5, S. 30).

C.3.3.3 GroRBenausschlusschromatographie

Analog zu der Proteinaffinitaitschromatographie wurde der verwendete SEC-Puffer (s.
Tabelle 30, S. 154) mit einem Flaschenaufsatzfilter (0,2 um Poren) filtriert, fir 0,5 h im
Ultraschallbad entgast und bis zur Verwendung bei RT gelagert. Die
GrolRenausschlusschromatographie wurde mit der Cytiva (ehemals GE Healthcare Life
Sciences) Hiload™ 16/600 Superdex™ 200 pg (120cm x @ 1,6 cm) Saule durchgefiihrt
(Lagerung in 20 % Ethanol bei RT). Als Proteinpuffer wurde der SEC-Puffer verwendet. Alle
Proteinlésungen wurden vor der Messung durch einen Spritzenfilter filtriert (0,45 um; VWR).
Die Messung wurde mit einer Flussrate von 1 mL-mint und einer Injektion von 1 mL

Proteinprobe (10 mg-mL™?) durchgefiihrt. Probenfraktionen von 4 mL wurden gesammelt.

C.3.3.4 Konzentrierung von Proteinfraktionen und Pufferaustausch
Nach der Proteinisolation wurden in den meisten Fallen die Elutionsfraktionen vereinigt.
Um das Volumen zu reduzieren und gleichzeitig die Proteinkonzentration zu erhéhen, wurden
Zentrifugalkonzentratoren (Vivaspin® 20) mit einem MWCO (engl. molecular weightcut-off)
von 10 kDa fiir alle rekombinanten Proteine verwendet. Die Proben wurden zentrifugiert (4 °C
und 5000 rpm) bis zum Erreichen eines Volumens von etwa 2,5 mL.
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Im Anschluss erfolgte der Pufferaustausch mittels PD-10 Entsalzungssaulen (Cytiva) mit
Sephadex® G-25 als Sdulenmaterial. Die Saulen wurden zunachst mit Wasser (3x 3,5 mL) und
dann mit dem gewiinschten Puffer (3x 3,5 mlL) &dquilibriert, danach wurde 2,5 mL der
Proteinprobe auf die Sdule gegeben. Nachdem die Probe vollstandig durch die Saule geflossen
war, wurde das Protein mit 3,5 mL Puffer von der Saule eluiert. Die gesammelte Probe wurde
entweder direkt in weiteren Experimenten eingesetzt oder bei 4 °C gelagert. Nach dem
Entsalzen der Probe wurden die Saulen durch dreimalige Zugabe von Wasser (3,5 mL) vom

Puffer befreit. AnschlieBRend wurden die Saulen bei 4 °Cin 20 % (v/v) Ethanol gelagert.

C.3.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

Dieses Verfahren ermdoglicht eine Trennung von Proteinen entlang eines elektrischen
Feldes nach ihrem Molekulargewicht. Dieses Prinzip erfordert, dass die Proteine keine
Ladungs- oder Formunterschiede aufweisen. Daher wird der Proteinprobe eine Mischung aus
DTT und Natriumdodecylsulfat (SDS) zugesetzt und sie dann erhitzt. Das DTT wird zur Spaltung
von Disulfidbindungen hinzugegeben und das SDS dient als Denaturierungsmittel und
vermittelt die einheitliche Ladung der Proteine. Zwei unterschiedliche Arten der SDS-PAGE-
Gel und Puffer Zusammensetzung (Glycin und Tricin) wurden verwendet. Die Glycin-Gele
wurden mit dem BioRad Mini Protean Tetra System gegossen. Hierfiir wurde das hoéher
konzentrierte Trenngel (10-12 %) zuerst polymerisiert und mit Isopropanol (iberdeckt.
Dadurch sollte ein gerader Ubergang des Gels gewiahrleistet werden. Nach der Polymerisation
wurde das niedriger konzentrierte Stapelgel (4 %) Uber das Trenngel gegossen und ein
Probenkamm eingesetzt. Die Tricin-Gele wurden kommerziell und vorgefertigt erworben
(Invitrogen Novex Tricine Gel, Thermo Fisher Scientific).

Alle Proben wurden mit einem Gesamtvolumen von 100 plL angesetzt und ihnen mit 25 plL
von 5x SDS-PAGE-Pufferlosung zugegeben. Die SDS-PAGE-Proben wurden im nachsten Schritt
flir 10 min bei 95 °C erhitzt. Da die hohe Temperatur wahrend der Hitzedenaturierung
eventuell zu Doppelbanden im SDS-PAGE fiihren kann (B.3.2.1, S. 70), wurden die Proben
stattdessen bei 70 °C fir 10 min erhitzt. AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert
(213000 rpm, 5 min). Zur Zuordnung der Proteinmasse wurde der Proteinmarker Pageruler
prestained ladder (Thermo Scientific) verwendet. Es wurde etwa 2,9pug (in 10 ulL)
Proteinprobe jeweils auf das SDS-PAGE Gel aufgetragen, wenn nicht anders angegeben. Die
SDS-PAGE-Trennung wurde fiir 1 h bei 120 Volt durchgefiihrt. Die Proteine im Gel wurden mit

Coomassielosung gefarbt, ibermaRBige Verfarbungen wurden mit einer Entfarbelosung (5 %
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Essigsaure, 48 % EtOH) und Wasser entfernt. Die resultierenden Gele wurden fotografisch

dokumentiert.

C.3.3.6 Proteinkonzentrationsbestimmung
Die Proteinkonzentration von isolierten Proteinen wurde mittels Absorptionsmessung bei
einer Wellenlange von 280 nm (NanoDrop 2000c) bestimmt. Die Extinktionskoeffizienten und
die molekularen Massen aus Tabelle 40 (S. 166) wurden verwendet. Fiir die Messung wurde
2 uL Proteinlosung (in Triplikat) verwendet und das entsprechende Proteinpuffer als

Referenzprobe.
C.3.3.7 Proteolytischer Verdau

Spaltung des Fusionsproteins
Die Fusionsproteine aus MBP und den zwei rekombinanten DIR-Proteinen (AtDIR6 und
FiDIR1) enthielten eine Spaltsequenz, die hochspezifisch von der TEV-Protease (ProTEV Plus,
Promega Corporation, Madison, WI, USA) erkannt und gespalten werden kann. Der Verdau
von zwei unterschiedlichen Mengen Fusionsprotein (s. Tabelle 41) wurde Gber Nacht (18 h)

bei 4 °C durchgefihrt.

Tabelle 41: Zusammensetzung des proteolytischen Verdaus mit ProTEV Plus (Promega Corporation).

Komponente Volumen 1 [ul] Volumen 2 [uL]
ProTEV Puffer 20x 5 5
100 mm DTT 1 1
Fusionsprotein? 10 50
ProTEV Plus (10 U) 2 2
dH,0 82 42

!Proteinkonzentration: MBP-AtDIR6 = 969 pug-mL?, MBP-FiDIR1 = 856 pg-mL™*

Spaltung des Affinitats-Tags (Hise)
Die Spaltung des Hise-Tags erfolgte fiir die OsJAC1-Proteine (Volllangen, DIR- und JRL-
Domédne) Uber eine Proteolyse mit Thrombin (zur Verfligung gestellt von
Prof. Dr. Oliver H. Weiergréiber). 10 uL der Thrombinlosung (50 U) wurde in den folgenden

Proteinlésungen hinzugegeben.

Tabelle 42: Eingesetzte Volumen und Proteinkonzentration fiir die Proteolyse mit Thrombin.

Protein OsJAC1 OsJAC1-DIR-RH OsJAC1-JRL
Volumen [mL] 1 3 2
Konzentration [mg-mL?] 12,15 3,61 5,15

SDS-PAGE Proben wurden nach 24 h und 48 h Inkubation bei RT genommen, um die

Proteolyse zu verfolgen.
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Proteom-Verdau

Um das vollstandige Proteom nach den Pull-down-Assays (0) mittels LC-MS zu
analysieren, wurden die erhaltenen Proteinlésungen mit Trypsin (Pierce® Trypsin Protease,
MS-Giitegrad, Thermo Scientific) proteolytisch verdaut. Hierflir wurde eine Proteinmenge von
bis zu 100 ug (15 mm TRIS-HCI Puffer, pH 7,4) zundchst mit einer 6 pul Trypsin-Losung (10 ng-uL
Lin 3 mm TRIS-HCI, pH 8,8) versetzt. Es folgte eine Inkubation fiir 0,5 h bei RT. Weitere 6 pl
TRIS/Trypsin-Puffer wurden zugegeben und Uber Nacht (18 h) bei RT inkubiert. Nach der
Inkubation wurden 10 uL ddH.O hinzugegeben und weitere 15 min inkubiert. SchlieBlich
wurden 10 pl 30 % (v/v) Acetonitril mit 0,2 % (v/v) Trifluoressigsaure addiert und fur 10 min

inkubiert. Die Proben wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert.

C.3.3.8 Proteinextraktion aus inclusion bodies

Fir die Proteinextraktion wurde das Protokoll von Palmer et al. (2012) modifiziert ange-
wendet.®® Die Waschschritte erfolgten nach der Vorgehensweise von Palmer et al. (2012)
und fur die anschlieBende Extraktion wurde ein mildes Proteinextraktionsverfahren mit 1 m
L-Arginin getestet.[*”l Nach dem Zellaufschluss mit Puffer W und anschlieBender Zentrifugation
(C.3.3.1) wurde der Uberstand verworfen. Die resultierende Zellmasse wurde mit 4 mL Wasch-
puffer (W2) pro Gramm Nassgewicht der Zellen suspendiert (w/v). Danach wurde die
Suspension fiir 30 min bei 12.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder
verworfen und der Waschschritt wurde zwei weitere Male wiederholt. Es folgte ein weiterer
Waschschritt mit Puffer W3 (gleiches w/v Verhiltnis wie fir W2). Die Proteinextraktion
erfolgte nach der Suspension der Zellmasse mit 2 mL (w/v) Puffer E2 fiir 18 h bei 4 °C.
AbschlieRend wurde die Suspension wieder zentrifugiert und der Uberstand fiir die

Proteinaffinitatschromatographie (C.3.3.2) verwendet.

C.3.4 Pinoresinol Assay

Aus vorausgegangen Arbeiten von J. Rosengarten in der Arbeitsgruppe von Dr. T. Classen
wurde ein erstes Protokoll fiir die Durchfiihrung der Dimerisierung von Coniferylalkohol (5)
Uber eine Laccasereaktion erarbeitet. Auf Grundlage dieser Arbeit wurden die
Pufferzusammensetzung (50 mm KPi, pH 5,0) und die Verwendung der Laccase aus
Agaricus bisporus (ibernommen. Alle anderen Reaktionsbedingungen wurden im Rahmen
dieser Arbeit mittels der statistischen Versuchsplanungssoftware Design-Expert® (Stat-Ease)

erarbeitet. Als Variable fiir die Ermittlung der optimierten Reaktionsbedingungen wurde die
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Reaktionszeit (t in h), die Eduktkonzentration (5 in mm) und die Aktivitdt der Laccase (U)
gewahlt. Die optimierten Reaktionsbedingungen wurden wie folgt angewendet:

Zunachst wurde der Reaktionspuffer (50 mm KPi, pH 5,0) in 1,5 mL ReaktionsgefdaRe
vorgelegt (Reaktionsvolumen von 0,25 mL). Das Substrat (Coniferylalkohol (5)) wurde von
Dr. P. O. Sanwald zur Verfiigung gestellt.[??] Eine Stammlésung von 5 (0,3 M) wurde mit
Ethanol als Losungsmittel angesetzt und 3,87 mm (finale Konzentration) zu dem
Reaktionspuffer hinzugegeben. Laccase aus A. bisporus (6,2 U-mg?, Sigma-Aldrich) wurde
eingewogen, gelost (50 mm KPi, pH 5,0) und eine finale Aktivitdat von 8,75U zu der
Reaktionsmischung hinzugegeben. Die Reaktion erfolgte 3,87 h bei konstanten 30 °C und
300 rpm. Die Reaktion wurde gestoppt durch die Extraktion der Reaktionskomponenten mit
Ethylacetat (3x 100 pL). Die Extrakte wurden in HPLC-Vials mit einem Mikroeinsatz Gberfihrt

und fiir 18 h bei RT verdampft. AnschlieBend erfolgte die HPLC-Messung (0).
C.3.5 Interaktionsanalysen

C.3.5.1 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Dynamische Lichtstreuungsexperimente (englisch: Dynamic light scattering) wurden mit
dem SpectroSize 300-Instrument (Xtal Concepts GmbH, Hamburg) durchgefiihrt. Alle OsJAC1-
Proben (Proteinkonzentration 1,1 mg-mL™) wurden vor den Messungen 30 min bei 20.000 x g
und 4°C zentrifugiert. Die Daten wurden in 25 aufeinanderfolgenden Akquisitionen
aufgezeichnet, die jeweils ein Intervall von 10 s abdeckten bei einer konstanten Temperatur

von 20 °C.

C.3.5.2 Differential Scanning Fluorimetrie (DSF)

Die Schmelzkurven der Proteine wurden mittels Prometheus NT.Plex nano DSF
(NanoTemper, Miinchen) bestimmt. Fiir alle untersuchten Zucker wurden zunachst 100 mm
Stammldsungen hergestellt, welche dann mit Proteinlosung (1:1) verdinnt wurden (finale
Zuckerendkonzentration 50 mm). 50 mm KPi mit einem pH-Wert von 7,4 wurde als Puffer
verwendet. Die Galactanlosung wurde gemald Anleitung des Herstellers vorbereitet; 100 mg
wurden in 10 mL Wasser verdiinnt und flir 20 min auf 60 °C erhitzt, bis sich eine klare Losung
bildete. Die endgultige Proteinkonzentration fur das Assay lag zwischen 0,5 mg-mL? und
1,87 mg-mL?!. Die Proben wurden fiir 0,5h vor der Messung inkubiert. Alle Messungen
wurden dreifach durchgefiihrt. Die Fluoreszenz wurde mit einer Anregungsleistung von 7 %
aufgezeichnet, wobei ein Temperaturbereich von 20 bis 95 °C mit einer Geschwindigkeit von
0,5 °C:min! verwendet wurde.
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C.3.5.3 Hamagglutinations-Assay

Das Hamagglutinations-Assay wurde nach dem Protokoll von Sano und Ogawa (2014) mit
leichten Modifikationen durchgefiihrt.[>% Im ersten Schritt wurden die Erythrozyten bei 4 °C
mit gekihltem PBS-Puffer (phosphatgepufferte Salzlosung; 150 mm NaCl, 20 mm Na-
Phosphat, pH 7,2) gewaschen. Die Suspension wurde bei 500 x g fir 5 min bei 4°C
zentrifugiert, gefolgt von der Entfernung des Uberstandes. Der Waschschritt wurde dreimal
wiederholt, bis der Uberstand klar war. Zur Bestimmung der Hamagglutinationsaktivitit
wurden die Proteine (OsJAC1 und die Einzel-Domanenproteine) in einer 96-Well
Mikrotiterplatte (Greiner Bio One®) seriell verdiinnt. Die endgiiltige Proteinkonzentration der
ersten Reihe fir jedes Protein betrug 0,5 mg-mL?'. Das Assay wurde mit konstant 1 % (v/v)
Kaninchenerythrozytensuspension durchgefiihrt. Die Platte wurde durch vorsichtiges
Schwenken auf der Tischplatte in einer kreisformigen Bewegung gemischt. Die Ergebnisse des
Assays wurden nach 1h Inkubation bei Raumtemperatur durch visuelle Bestimmung der
Hamagglutination dokumentiert und die Platten fotografiert. Dabei wurde die niedrigste
Proteinkonzentration, die in der Lage ist, eine Hdmagglutination zu verursachen, ermittelt. Die
folgenden Kontrollen wurden verwendet: spezifische Pufferbedingungen ohne jegliches

Protein als Negativkontrolle und das OsJAC1-JRL-Domanenprotein als Positivkontrolle.

Messung der Himagglutinationshemmung durch Kohlenhydrate

Zur Bestimmung der Zucker-Inhibition der Hamagglutination wurde die
Erythrozytensuspension wie oben beschrieben, vorbereitet und verwendet. Zunachst wurden
die Zuckerlosungen in einer 96-Well Mikrotiterplatte seriell mit dem gekihltem PBS-Puffer
verdlinnt. Die finale Zuckerkonzentration der ersten Reihe betrug 25 mm. Als Negativkontrolle
wurde PBS-Puffer verwendet. Im nachsten Schritt wurde ein festgelegter Titer der
Proteinlésung hinzugegeben und fir 0,5h inkubiert. Als Titer wurde die vierfache
Konzentration der zuvor ermittelten minimalen Hamagglutinationskonzentration verwendet.
Die Hamagglutination erfolgte mit 1 % (v/v) Kaninchenerythrozytensuspension und fir 1 h.
AnschlieBend wurde der MIC-Wert (engl. minimum inhibitory concentration) bestimmt, der

als niedrigste Zuckerkonzentration definiert ist, die die Himagglutination vollstandig inhibiert.

C.3.54 Pull-down-Assay
Pull-down ist eine in vitro-Methode, die haufig zum Nachweis oder zur Bestatigung von
Wechselwirkungen zwischen mehreren Proteinen verwendet wird. Dieser Test dhnelt in seiner
Methodik den Co-Immunprazipitationsexperimenten, da ebenfalls Affinitatsliganden
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verwendet werden, um interagierende Proteine einzufangen. Der Unterschied zwischen
diesen beiden Methoden besteht darin, dass bei der Co-Immunprazipitation immobilisierte
Antikorper verwendet werden, um Proteinkomplexe einzufangen, wahrend beim Pull-down-
Ansatz ein isoliertes und markiertes Protein als "Koder" verwendet wird, um interagierende
Proteine zu binden. Die Methode besteht darin, zunachst das markierte Protein (Koder) auf
einem fir den Koder spezifischen Affinitatsliganden zu immobilisieren, wodurch ein
Affinitatstrager entsteht, der andere Proteine (Beute), die mit dem Koéder wechselwirken,
abfangt und bindet. Die Kdder- und Beuteproteine kénnen aus verschiedenen Quellen
gewonnen werden, z.B. aus Zelllysaten, isolierten Proteinen und Expressionssystemen.
Nachdem die Beuteproteine mit einem immobilisierten Koderprotein inkubiert wurden,
werden die interagierenden Komplexe mit einem Elutionspuffer eluiert, der vom
Affinitatsliganden abhangt.

Das verwendete Pflanzenmaterial fir die Pull-down-Assays mit dem OsJACI1-
Volllangenprotein wurde von unserem Kooperationspartnern Prof. U. Schaffrath und C. Kirsch
(RWTH Aachen) zur Verfigung gestellt. Fur die Untersuchung von putativen
Interaktionspartnern wurden 5 bis 7 Tage alte Gerstenblatter der Sorte Ingrid MLO verwendet
und Gerstenblatter, die zuvor auf der lebendigen Gerstenpflanze mit echten Gerstenmehltau
(Blumeria graminis f. sp. hordei) inokuliert wurden. Das entsprechende Pflanzenmaterial
wurde mittels flissigen Stickstoffs schockgefroren und bis zur Verwendung in -80 °C gelagert.
Zur Extraktion der Proteine wurde 2 g Pflanzenmaterial unter fllissigem Stickstoff zu einem
feinen Pulver vermahlen. Pro g Pflanzenmaterial wurde anschlieBend vorgekihlte 2 mL (w/v)
CelLytic™ P Cell Lysis Reagent (Sigma-Aldrich) mit einem Proteasehemmer-Cocktail
(Verdiinnung 1:100; P9599, Sigma-Aldrich) zugegeben und fiir 0,5 h bei 4 °C inkubiert. Danach
wurde die Suspension fir 20 Minuten bei hoher Geschwindigkeit (15.000 rpm) und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abschlieBend filtriert (0,45 pm, VWR) und fir den Pull-
down-Assay weiterverwendet.

Wahrenddessen wurde eine OsJAC1-Lésung (nicht dlter als einen Tag und bei 4 °C
gelagert) erneut auf der Ni-NTA-Saule (IBA) immobilisiert. Dazu wurde die Proteinldsung
kontinuierlich im Zyklus mit einer peristaltischen Pumpe fiir 15 min geladen. Dieser Schritt
wurde anschlieRend mit der Extraktionslésung wiederholt. Die weiteren Arbeitsschritte des
Pull-Down-Assays sind analog zu der Proteinisolation mittels IMAC (C.3.3.2) und wurden

ebenfalls mittels des Chromatographiesystems Aktaprime plus (Cytiva) durchgefiihrt. Im
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Allgemeinen wurde mit ca. 100 mL Puffer A die Sdule gespiilt und anschlieBend erfolgte die
Elution. Hierfir wurden in den unterschiedlichen Pull-down-Ansdtzen verschiedene
Elutionspuffer getestet. Fir eine spezifische Elution wurde dem Puffer A entweder 250 mm
Galaktose oder 250mm Laktose hinzugegeben. Da keine Signalverdnderung im
Chromatogramm beobachtet wurde, wurde im Anschluss mit Puffer B (100 %) die Proteine
unspezifisch eluiert. Die jeweiligen Elutionsfraktionen wurden gesammelt und es folgte ein
Pufferwechsel und eine Reduzierung des Volumens (C.3.3.4). Fir jeden Schritt wurden SDS-
Proben entnommen und Uber die SDS-PAGE dokumentiert. Um nachzuweisen, dass die
charakterisierten Wechselwirkungen keine Artefakte sind, wurden folgende Kontrollen
verwendet: Um falsch positive Ergebnisse, die durch unspezifische Bindung von
Beuteproteinen an das Saulenmaterial (Ni-NTA) verursacht werden, zu erkennen und
auszuschlieBen, wurde das Proteinextrakt auf eine unbehandelte Ni-NTA-Saule (enthielt kein
immobilisiertes OsJAC1) aufgebracht. Alle weiteren Schritte erfolgten analog zu dem Pull-
down-Assay mit immobilisiertem OsJAC1. Da keine eindeutigen Banden fir putative
Interaktionspartner in den SDS-PAGE-Gelen beobachtet werden konnten, wurden Proteom-
Analysen mittels LC-MS (nanolLC-TripleTOF® 6600) von unterschiedlichen erhaltenen
Fraktionen (s. Tabelle 23, S. 137) durchgefiihrt. Hierfliir wurden Protein-Aliquotes zunéachst
verdaut (0). Die anschlieRenden Messungen und eventuell zusatzliche Entsalzungsschritte
erfolgten am Institut flir Bio- und Geowissenschaften (/BG-1: Biotechnologie,
Forschungszentrum lJiilich) durch A. Wirtz. Die Zuordnung der MS-Ergebnisse erfolgte durch
die Auswertesoftware ProteinPilot™ (SCIEX) und folgende Protein-Datenbanken wurden
verwendet: Echter Mehltau (Blumeria_graminis.EF2.pep.all.fasta, EnsemblFungi),?8!l Gerste
(160517 _Hv_IBSC_PGSB_r1_proteins_HighConf REPR_annotation.fasta; IPK Gatersleben)
und E. coli BL21 (DE3). Alle Proben wurden durch ProteinPilot™ individuell durchsucht. Daran

anschlieRend wurde eine Liste von identifizierten Proteinen erstellt.
C.3.6 Strukturbiologische Methoden

C.3.6.1 Zirculardichroismus- (CD) Spektroskopie
Die CD-Spektroskopie wurde fiir die Charakterisierung der OsJAC1-Proteine (Volllangen-
und Domadnenproteine) eingesetzt, um den Gehalt an Sekundarstrukturelementen zu
analysieren (Fern-UV-Bereich) und um Konformationsianderungen bei der Bindung eines
Liganden zu beobachten (Nah-UV-Bereich). Die CD-Spektren wurden auf einem J-1100 CD-
Spektrometer (JASCO Deutschland GmbH, Pfungstadt) bei 20°C aufgenommen. Die
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Auswertung erfolgte nach der Subtraktion der Pufferspektren. Alle Proben wurden vor der
Messung 30 min bei 20.000 x g und 4 °C zentrifugiert.

Scans im Fern-UV-Bereich (260 — 190 nm, fiinf Akquisitionen pro Probe) wurden mit einer
Scanrate von 50 nm'min! mit einem Datenabstand von 1 nm durchgefiihrt. Die Proben
(OsJAC1: 1,52 mg-mL?; DIR-Domane: 1,04 mg-mL?; JRL-Domine: 2,39 mg-mL?!) wurden in
10 mm KPiund 1 mm DTT bei einem pH von 7,4 in demontierbaren 0,2-mm-Kivetten (106-QS,
Hellma GmbH & Co. KG, Miihlheim) gemessen. Die Ableitung der Sekundarstrukturzusammen-
setzung erfolgte mittels der webbasierten Anwendung BeStSel.[23%1 Als Eingabeformat wurde
die gemessene Elliptizitdit (0 in m®) in Abhdngigkeit zur Wellenlange (A in nm), die
Proteinkonzentration (in um), die Anzahl der Reste und die Pfadlange (Schichtdicke der
Kivette in cm) verwendet. Fir die Darstellung wurden die CD-Spektren durch den Savitzky-
Golay-Algorithmus geglattet.[235]

Scans im Nah-UV-Bereich (330 — 260 nm, fiinf Akquisitionen pro Probe) wurden mit einer
Scanrate von 20 nm-min! mit einem Datenabstand von 0,5 nm durchgefiihrt. Proben (OsJAC1:
7,67 mg-mLY; DIR-Doméne: 7,93 mg-mL?; JRL-Domaéne: 15,58 mg-mL!) wurden in 50 mm KPi
mit 1 mm Laminaribiose oder Galactobiose bei einem pH-Wert von 7,4 in einer 1-mm-Kivette
(Hellma GmbH & Co. KG, Miihlheim) gemessen.

Da die Elliptizitat 0 abhangig von der verwendeten Proteinkonzentration und dem
mittleren molaren Restgewicht (engl. mean residue weight, MRW) ist, erfolgte eine
Umrechnung auf eine einheitliche GréBe (Bmrw, s. Gleichung 1). Dadurch konnten

unterschiedliche Proteinspektren miteinander verglichen werden.

A 0-M
MRW = 10d-1-c-d-(n—1)

Gleichung 1: Gleichung zur Berechnung der mean residue weight (MRW) Elliptizitdt Omsw in deg-cm?-dmol™.
Eingesetzt wurde die gemessene 08 in mdeg, das Molekulargewicht M in g-mol, die Massenproteinkonzentration
in mg-mL?, die Pfadldnge in cm und die Anzahl der Reste n. Der Faktor 10 wurde genutzt fiir die Umrechnung
von mol in dmol.
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C.3.6.2 Kristallisation, Soaking-Experimente und Datensammlung

In dieser Arbeit wurde erfolgreich das DIR-Domanenprotein von OsJAC1 kristallisiert.
Hierfir wurde nach der Proteinisolation mittels IMAC (C.3.3.2) der Hise-Tag des DIR-
Domadnenproteins proteolytisch gespalten (0). Nach einem Pufferwechsel (C.3.3.4) folgte kein
weiterer  Isolationsschritt. Das  Kristallisationsscreening,  die  Erfassung  der
Rontgenbeugungsdaten und die anschlieBende Erstellung der dreidimensionalen
Strukturmodelle erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Oliver H. Weiergréber (Institut fiir
Biologische Informationsprozesse, IBI-7: Strukturbiochemie, Forschungszentrum Jiilich).

Das Kristallisationsscreening wurde bei 20 °C auf einem FreedomEvo-Robotersystem von
Tecan (Mannedorf, Schweiz) in einem sitzenden Tropfenaufbau mit einem 1:2-
Verdiinnungsverhaltnis zwischen der anfanglichen Proteinlosung und des Reservoirpuffers
durchgeflihrt. Zwei Kristallisationsbedingungen (s. Tabelle 43) fiihrten zur Bildung von zwei
unterschiedlichen Kristallformen fir die DIR-Domé&ne (DIR46 und 48). Diese DIR-Domanen-
Kristallisationsbedingungen ergaben mehrere nutzbare Kristalle. Es wurden zundchst
unterschiedliche Kristalle entnommen und fiir die Beugungsmessung prapariert. Im weiteren
Verlauf wurde zu den noch vorhandenen Proteinkristallen 1 mm Galactobiose (verdiinnt mit
dem jeweiligen Reservoirpuffer) hinzugegeben. Die Kristalle wurden nach 1 h Inkubation
gesammelt.

Alle Rontgenbeugungsmessungen fir die OsJAC1-DIR-Domane erfolgten an der European
Synchrotron Radiation Facility (ESRF, Grenoble, Frankreich). Die Datensatze wurden bei 100 K
an der Beamline ID30A-3 (DIR46 und 48) und an der Beamline ID23-1 (DIR48 gebunden mit
Galactobiose) aufgenommen. Alle zugehorigen kristallographischen Statistiken und Daten des
OsJAC1-DIR-Domanenproteins sind in Tabelle 19 (S.92) aufgefiihrt. Die aufgenommenen

Datensétze wurden mit XDS und XSCALE verarbeitet.[282]

Tabelle 43: Experimentelle Bedingungen der erfolgreichen Kristallisationen des OsJAC1-DIR-Domanenproteins.

Proben- Pufferbedingungen  Start Bedingungen
ID Start Konzentration  Pufferreservoir
[mg-mL]
DIR46 15 mMm TRIS-HCI, pH 6,25 0,2 m CaClz, 20 % (w/v) PEG 3000 (JCSG
7,4, 1 mmDTT Core lll, Qiagen)
DIR48 15 mmMm TRIS-HCI, pH 6,25 0,2 M Ammoniumdihydrogenphosphat,
7,4, 1 mmDTT 0,1 M TRIS, pH 8,5, 50 % (v/v) MPD

(JCSG Core I, Qiagen)
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C.3.6.3 Strukturbestimmung und -verfeinerung
Alle in dieser Arbeit vorgestellten Strukturen wurden durch molecular replacement
erhalten. Fir die beiden Kristallformen von OsJAC1-DIR (ohne Liganden) wurde mit Hilfe von
MoRDal?#! auf der Grundlage der Struktur von PsPTS1 (PDB-Eintrag 600D) ein erstes Modell
erstellt. Das urspriingliche Modell wurde iterativ verbessert, indem abwechselnd eine
reziproke Raumverfeinerung mit phenix.refine?®* und ein manueller Umbau mit Coot/?%%

durchgefiihrt wurde.

C.3.6.4 Liganden-Protein und Protein-Protein-Docking

Das Docking zwischen Liganden und der JRL-Domdne wurde mit AutoDock Vina
durchgefiihrt.l?8%] Vor dem Docking wurden den jeweiligen 3D-Doménenstrukturen Gasteiger-
und Wasserstoffladungen hinzugefiigt. Chem3D® wurde fir den Aufbau von
Ligandenstrukturen und zur Energieminimierung verwendet, sowie fir die Erzeugung des
.mol2-Formats der Liganden. Open Babel 2.3.11%%7] diente der Umformatierung der
Ligandendatei in das .pdbgt-Format. Die beiden Bindestellen der JRL-Domane (PDB-Eintrag:
7YWG) mit der Position 13,7x46,4x24,0fir Bindestelle 1 und der Position
38,5 x 46,4 x 24,0 fur Bindestelle 2 wurden separat fiir das Docking implementiert. Als
Boxgrofien wurden jeweils die Dimensionen von 24,8 x 28,1 x 21,98 = 15.310 A3 verwendet.

Die Domaneninteraktion in OsJAC1 wurde in silico analysiert, indem beide Domanen liber
das webbasierte Docking-Programm HADDOCK V2.4 analysiert wurden.!?**! Vor dem Domain-
Docking wurden mégliche Interaktionsreste fiir jede Domain mit dem Webtool CPORT[24!
vorhergesagt, diese sind in Tabelle 46 (S. 193) aufgelistet. Alle Standard-Dockingparameter
aus HADDOCK V2.4 wurden ohne Abweichungen Gbernommen. Die Darstellung der Ligand-

Protein- oder Protein-Protein-Interaktion erfolgte mit LigPlot*.[23]
C.3.7 Analytische Methoden

C3.7.1 Photometer
Die Absorption wurde mit einem Vollwellenldangenscan (UV-VIS) an einem
Spektrophotometer (UV-1800, Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg) durchgefihrt. Fiir den

Scan wurden zwei unterschiedliche Verdiinnungen verwendet (10 und 1 mg-mL™?).
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C.3.7.2 Chirale-LC

Alle verwendeten LOosungsmittel waren von analytischem Gitegrad (> 99,5 %) und
wurden vor ihrer Nutzung fiir 3 h im Ultraschalbad entgast. Die getrockneten Riickstdnde der
Proben (0) wurden mit 250 pL Isopropanol/n-Hexan (1:2) gelst. Als interner Standard wurde
0,3 mm Acetophenon (Carl Roth) verwendet. Die Messung erfolgte mittels des Dionex
UltiMate™ 3000 HPLC-Systems (Thermo Fisher Scientifc) und einer Chiralpeak® IA (Daicel)
Saule (250 mm x4,6 mm, 5um). Als Eluent wurde eine Mischung aus 60% 2-
Propanol:n-Hexan (1:2) und 40 % n-Hexan verwendet. Es wurden 5 pL der Probe injiziert. Die
Auftrennung erfolgte bei einer Flussrate von 0,5 mL-min? und die Komponenten wurden bei
einer Wellenlange von 225 nm detektiert. Die Zuordnung der Signale erfolgte bereits durch
Dr. P. O. Sanwald.?8%1 Folgende Retentionszeiten wurden den Reaktionskomponenten
zugeordnet: Acetophenon: 8,5-8,7 min; Coniferylalkohol (3): 12,8-13,1 min;
Dehydrodiconiferylalkohol: 22,6 min; (-)-Pinoresinol (4b): 46,5-47,0 min; (+)-Pinoresinol (4a):
69,0-71,0 min. Die Berechnung des Enantiomereniiberschusses (ee) in % erfolgte Uber die
Integrierten Flachen (A?) im Chromatogramm der zwei Enantiomere von Pinoresinol nach der
folgenden Formel:

e — 6
e, t+e

ee = -100%

Gleichung 2: Gleichung zur Berechnung des Enantiomerenlberschusses (ee) in % mit e1 die Flache von (-)-
Pinoresinol (2b) und e1 die Flache von (+)-Pinoresinol (2a). Ein negativer ee-Wert entspricht einem Uberschuss
flr (-)-Pinoresinol (2b).
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C.3.7.3 MALDI-ToF-MS Analyse

Fur die Proteinidentifikation von Banden aus SDS-PAGE-Gelen wurden MALDI-ToF-MS
Messungen durchgefiihrt. Hierfliir wurden die gewlinschten SDS-PAGE-Bande mit einem
Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR Gberfihrt. 750 uL einer
30 % (v/v) Acetonitril in 100 MM NHsHCOs-L6sung wurden daraufhin zugegeben und fir
10 min bei Raumtemperatur sehr vorsichtig geschiittelt (200 rpm). Der Uberstand wurde
sorgfaltig verworfen. Diese Schritte wurden zweimal wiederholt. Das restliche Losungsmittel
wurde unter Verwendung einer Vakuumzentrifuge fiir 20 min bei 37 °C verdampft. Zur
Rehydratation des Gelstiicks wurden 6 pl eines TRIS-HCI-Puffers (3 mm, pH 8,8) mit Trypsin
(10 ng-puL?) hinzugegeben. Die Probe wurde daraufhin zentrifugiert und anschlieRend fiir 0,5 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Weitere 6 pl TRIS/Trypsin-Puffer wurden zugegeben und tiber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden 10 pL ddH.0
hinzugegeben und weitere 15 min inkubiert. SchlieBlich wurden 10 pl 30 % (v/v) Acetonitril
mit 0,2 % (v/v) Trifluoressigsaure addiert und fuir 10 min inkubiert. Die Proben wurden bis zu
ihrer Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Messungen wurden am Institut fiir Bio- und
Geowissenschaften IBG-1: Biotechnologie (Forschungszentrum lJiilich) an einem Daltonics

Ultraflex 11l TOF/TOF-Massenspektrometer (Bruker, Bremen) von C. Mack durchgefiihrt
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D.1 Studien zur heterologen Produktion der Dirigent-Proteine AtDIR6 aus

A. thaliana und FiDIR1 aus F. intermedia

A) M W3 W2 W1 ZFE RE B) M W2 W1 7ZFE RE
[kDa [kDa

55
40

35
25

40

15

10

10

Abbildung 76: Coomassiegefarbte SDS-PAGE (10 %) der Loslichkeits-Assays fiir heterolog produzierte DIR-
Proteine A) Uberexpression von AtDIR6. B) Uberexpression von AtDIR6. M = Marker; RE = Rohextrakt; ZFE =

zellfreier Extrakt; W# = Waschfraktion.

RE ZFE W1 W3 M F13 F14 F15 F16 F17

Abbildung 77: Coomassiegefirbte SDS-PAGE (10 %). Uberexpression und Proteinisolation von AtDIR6-MBP-
Fusionsprotein (60 kDa) mittels StrepTactin®-Affinitatschromatographie. M = Marker; RE = Rohextrakt; ZFE =

zellfreier Extrakt; W# = Waschfraktion; F# = Elutionsfraktion.
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AtDIR6é 1 MAFLVEKQLFKALFSFFLLVLLFSDTV-LSFR--KTIDQ---KKPC| 40

A0A3B6C1Z41 1 MQGLAAASRVVVLATFFLIGFG--VAAADGRRRLVSGSP---DEPC| 41

C5YAT21 1 ---MATSSPMFS--LFFLLLIIL-AASSSSTTTVLASSGGEDDGGV 40
A0A3B6IUO71 1 - - -MAANTRSASLLLRLTMLFSLAAAA--PPRSNETRDG--GGGKT| 39
AOA3B6AQK41 1 MQGLTASSKLSLAVVFAVFLLG-SAGAAHGLTRVVSSSS---DEPC| 42
ADA3LGPWV21 88 - = = - - e v cvccucoccaecnecaaaeanannns MDGPSRRKRNRGL 100

K322U31 43 MQGLMPTCKLITVIPAILLLLGLMTGVAHGRRRLVSSHD---GEPC| 85

AtDIR6 41 KHFSFYFHD|- - I LYDGDN- VAINATSAAIVSPPGLG---------- N 73
A0A3B6C1Z41 42 ROMTLFYHD]- - | LHDGANNTAINATSAAATSPPALS--------- ND 76
C5YAT21 41 THIHLYLHE} -T------- F ANATALl-=--==~-==~ TAVASPRGSN 69
ADA3B6IU07.1 40 LSFTLYQQE] -TINKTAYMVVDIG------------- VAGAGVSQTT 70
AOA3B6AQK41 43 NKMTLYYHD|- - ILYNGVNNTRNATSAAATKPTALSTTHW- ---KNG 82
AOA3L6PWV21 101 EAQHRLLTIVIKPIVPKQRGSR KGIPWSPTFNWPTRRRSGPWACSTTSC 146
K32ZU31 86 LNMTVYYHD]- - ILYDGTN-TANATAAAATQPTLLSRSVS----1ND 124

AtDIR6 74 F KFVIFDGPITMDKNYL----SKPVARAQGF|Y|F|Y|-DMKMDFNS 114
ADA3B6C1Z41 77 T MILVVFDDPVTEGQALPVGAEEEPAARAQGF|YF|Y|-DGKGFFNA 121
C5YAT21 70 S SVMGVLDDELRVGRDRS----SELVGRYQGI|VMGITDVDGSADY 111
ADA3B6IUO7.1 71 T TVYVMFRDNLTVHADGA----SPVVGVAEGT|S|T|IT----SLDG 108
ADA3B6AQK41 83 T TLVVFNDPMTVGKALPVAG-EEPAARAQGF|YF|Y|-DKQESYTS 126
ADA3L6PWV2.1 147 A TAGERA - ==z R mansEE oim RRA|VIPIGIPHHRHRPRR 171
K32ZU3.1 125 T| El VVFNDVVTAAPALA----SAPVARAEGF|Y|F|Y|-DRKEALSA 165

AtDIR6 115 WFSYTLV- - - AIDLMMEPTIRP LSV
ADA3B6C1Z4.1 122 WFAFSLV- - - TAHR-GTLNLMGADILMGEET|RP IS

C5YAT21 112 LTCITYV---FTAGEYEGSTLSMQGAVILGFNGT|I[ERPL
ADA3B6IU07.1 109 LLSLSLAKITIHHRGHR-GSVSVLEGQTH-NTRQSPYPV
AOA3B6AQK4 1 127 WFGFS IV - - - TAHK-GTMNLVGADIJLMDDKTIRPLSV
AOA3L6PWV21 172 RRELPDV - - - GEYQGSTVSVLEGAVILGFKGA|I[EHPV

K32ZU3.1 166 WFAFSLV - - - TAHR-GTLNLMGADILMAEKT|RIDISV

156
163
154
152
168
214
207

MmO P>PIT™

AtDIR6 157 MAIR 187
A0A3B6C1Z4.1 164 MAR 195
C5YAT2.1 155 MAIR 187
ADA3B6IU07.1 153 YAIL 191
ADA3B6AQK4.1 169 MAR 200
ADA3L6PWV2.1 215 MAIR 245
K3Z2ZU3.1 208 MAIR 239

Abbildung 78: Sequenz-Alignment von AtDIR6 und putativen pinoresinolbildende DIR-Homologe aus StiRgrasern.
Schwarz eingerahmte Reste reprasentieren die putativen Reste in den Bindetaschen von AtDIR6, rote die Position
der Glykosylierung und die Cystein-Reste in AtDIR6 (gelb eingerahmt) bilden die intramolekulare
Disulfidbriickenbindung aus.!*Y] Konservierte Regionen (>50 % Identitit) sind blau schattiert. Die Annotation der
Homologe sind die jeweiligen UniProt-Eintrage.*'4
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D.1.1 Pinoresinol Assay

Anhang

Assay-Optimierung mittels Design of Experiment (DoE)

Tabelle 44: Ubersicht der Ausgangsbedingungen und Ergebnisse fiir das erste Screening der dreidimensionale
Parameteroptimierung des Pinoresinol Assays durch DoE. Acetophenon wurde als interne Standard verwendet
und diente zur Normierung der Ergebnisse (Summe von 4a und 4b).

Startbedingungen

Ergebnisse (Flache)

# Laccase [U] 3 [mM] t[h] Acetophenon 3 4b 4a Normiert
5 8,75 1,625 1,875 | 126,319 205,804 3,826 2,8 0,05
4 8,75 1,625 1,875 | 152,628 96,475 6,015 7,042 | 0,09
15 16,25 1,625 1,875 | 143,257 0 14,095 12,655 | 0,19
14 16,25 1,625 1,875 | 141,371 57,413 10,135 10,556 | 0,15
21 8,75 3,875 1,875 | 137,692 292,645 4,67 4,295 | 0,07
18 8,75 3,875 1,875 | 144,883 432,011 5,361 4,685 | 0,07
2 16,25 3,875 1,875 | 932,55 111,396 3,891 4,565 | 0,01
10 16,25 3,875 1,875 | 136,885 212,923 6,595 5,316 | 0,09
19 38,75 1,625 4,625 | 140,327 16,952 4,074 3,811 | 0,06
9 8,75 1,625 4,625 | 132,803 12,925 7,894 6,11 0,11
26 16,25 1,625 4,625 | 140,872 0 15,796 13,467 | 0,21
28 16,25 1,625 4,625 | 134,898 1,472 14,336 13,24 0,20
1 8,75 3,875 4,625 | 927,776 204,472 22,804 22,346 | 0,05
27 8,75 3,875 4,625 | 142,743 99,625 11,942 10,493 | 0,16
13 16,25 3,875 4,625 | 145,224 4,259 41,994 44,084 | 0,59
11 16,25 3,875 4,625 | 132,233 13,515 27,826 28,168 | 0,42
6 5 2,75 3,25 122,151 229,707 8,762 9,145 | 0,15
16 20 2,75 3,25 | 139,489 6,261 11,444 11,478 | 0,16
17 12,5 0,5 3,25 142,769 8,385 0 0 0,00
20 12,5 5 3,25 148,019 83,602 12,387 12,265 | 0,17
8 12,5 2,75 0,5 131,474 141,503 2,583 3,11 0,04
3 12,5 2,75 6 802,386 0 8,152 8,258 | 0,02
12 12,5 2,75 3,25 144,12 45,977 12,061 11,413 | 0,16
23 12,5 2,75 3,25 143,583 29,183 15,877 17,746 | 0,23
25 12,5 2,75 3,25 139,581 12,764 14,338 17,584 | 0,23
24 12,5 2,75 3,25 141,855 65,56 14,682 15,332 | 0,21
7 12,5 2,75 3,25 135,527 82,485 9,321 9,184 | 0,14
22 12,5 2,75 3,25 141,263 107,153 13,415 12,028 | 0,18
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Tabelle 45: Ubersicht der Ausgangsbedingungen und Ergebnisse fiir die Validierung der dreidimensionale
Parameteroptimierung des Pinoresinol Assays durch DoE. Acetophenon wurde als interne Standard verwendet
und diente zur Normierung der Ergebnisse (Summe von 4a und 4b).

Startbedingungen Ergebnisse (Flache)
# Laccase [U] CA(3) [mM] t[h] | Acetophenon CA (3) 4b 4a Normiert 4a/4b
11 10,81 3,87 4,62 | 141,292 13,504 43,119 45,467 | 0,627
12 10,81 3,87 4,62 | 148,557 27,036 57,885 59,255 | 0,789
13 10,81 3,87 4,62 | 150,47 4,856 26,028 26,979 | 0,352
14 10,81 3,87 4,62 | 137,965 6,884 19,388 19,876 | 0,285
15 10,81 3,87 4,62 | 141,78 8,375 56,362 54,781 | 0,784
Mittelwert 0,567
Abweichung 0,212
311 8,75 3,3 3,9 | 137,93 7,495 47,303 49,268 | 0,700
312 8,75 3,3 3,9 | 133,629 11,513 39,04 38,322 | 0,579
321 8,75 3,3 2,5 | 137,117 18,345 13,505 15,41 | 0,211
322 8,75 3,3 2,5 | 135,972 118,858 4,04 4,18 0,060
331 8,75 2,2 3,9 | 128,383 13,858 12,205 12,091 | 0,189
332 8,75 2,2 3,9 | 135,34 3,522 19,778 19,718 | 0,292
341 8,75 2,2 2,5 | 134,128 36,605 7,758 8,058 | 0,118
342 8,75 2,2 2,5 | 134,577 15,688 15,383 16,23 | 0,235
11 10,81 3,87 1 164,185 325,318 18,892 21,017 | 0,243
12 10,81 3,87 1 162,156 356,426 19,657 21,223 | 0,252
2.1 10,81 3,87 2 159,16 160,825 23,336 25,063 | 0,304
2.2 10,81 3,87 2 160,111 100,561 23,559 23,577 | 0,294
31 10,81 3,87 3 160,59 50,45 53,755 53,932 | 0,671
32 10,81 3,87 3 158,095 48,532 28,451 29,757 | 0,368
41 10,81 3,87 4 157,798 14,838 29,794 28,927 | 0,372
4 2 10,81 3,87 4 159,131 52,932 59,164 57,407 | 0,733
51 10,81 3,87 5 158,049 38,031 23,392 24,413 | 0,302
52 10,81 3,87 5 158,74 32,482 28,603 29,392 | 0,365
6_1 10,81 3,87 6 154,436 0 45,062 45,664 | 0,587
6_2 10,81 3,87 6 158,449 0 32,734 31,118 | 0,403
7.1 10,81 3,87 7 155,978 0 60,177 59,132 | 0,765
72 10,81 3,87 7 155,765 28,295 22,045 21,135 | 0,277
8 1 10,81 3,87 8 155,795 69,71 43,574 42,83 | 0,555
8 2 10,81 3,87 8 153,5 56,415 58,246 58,609 | 0,761
91 10,81 3,87 9 155,848 45,189 39,921 38,393 | 0,503
92 10,81 3,87 9 154,741 46,312 27,368 27,824 | 0,357
10_1 10,81 3,87 10 153,311 50,863 25,49 24,804 | 0,328
10_2 10,81 3,87 10 150,865 29,212 39,366 37,473 | 0,509
24 1 10,81 3,87 24 152,015 0 0,908 8,982 | 0,065
24 2 10,81 3,87 24 148,779 0 7,341 6,098 | 0,090
blank_1 0 3,87 24 149,016 326,954 0 0 0,000
blank_2 0 3,87 24 149,74 346,06 0 0 0,000
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Anhang

D.1.2 MALDI-ToF-MS Analyse

Match to: gi|430| ref| YP_xoooo.x | NHU0OS50_1_3 FiDIR1 Score: 102 Expect: 2.7e-008

Nominal mass (M;): 23238; Calculated pl value: 6.48
NCBI BLAST search of gi|430 | ref| YP soooooex | NHUOS0 1 3 FiDIR1 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Number of mass values searched: 75

Number of mass values matched: 13

Sequence Coverage: 74%

Matched peptides shown in Beld Red

1 MASHHHHHHG ADDDDKVPDP TSGENLYFQS RIQATYGRKP RPRRPCKELV
51 FYFHDVLFKG NNYHNATSAI VGSPQWGNKT AMAVPFNYGD LVVFDDPITL
101 DNNLHSPPVG RAQGMYFYDOQ KNTYNAWLGF SFLENSTKYV GTLNFAGADP
151 LLMNKTRDISV IGGTGDFFMA RGVATLMTDA FEGDVYFRLR VDIMLYECWR
201 1OQGAG

Abbildung 79: Ergebnis der MALDI Analyse von FiDIR1. Die FiDIR1-Sequenzabschnitte, die identifiziert werden
konnten, sind rot markiert. Es wurde eine Sequenzabdeckung von 74 % erreicht.
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D.2 Biochemische Charakterisierung des Reisproteins OsJAC1

D.2.1 DLS-Daten

— [NHUO0B62_1_3
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Abbildung 80: Dispersitdt und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4)
bestimmt durch DLS. Histogramm (links) und Radien-Plot (rechts).
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Abbildung 81: Dispersitdt und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4) und
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150 mm CaClz bestimmt durch DLS. Histogramm (links) und Radien-Plot (rechts).
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Abbildung 82: Dispersitat und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4) und
50 mMm Laktose bestimmt durch DLS. Histogramm (links) und Radien-Plot (rechts).
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Abbildung 83: Dispersitat und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4) und
150 mm MgS0as bestimmt durch DLS. Histogramm (links) und Radien-Plot (rechts).
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Abbildung 84: Dispersitat und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4) und
4 mm DTT bestimmt durch DLS und dargestellt als Histogramm.
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Abbildung 85: Dispersitdt und apparente Molekularmasse (MW) von OsJAC1 in 15 mm TRIS-HCI (pH 7,4) mit
50 mm CaClz und 50 mM Mannose bestimmt durch DLS. Histogramm (links) und Radien-Plot (rechts).
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D.2.2 DSF-Daten

Anhang

Tabelle 46: Schmelzpunkt (Tm) des Ubergangs (iber 70 °C fiir OsJAC1 und seine beiden Domanenproteine JRL und

DIR in Abhéngigkeit von verschiedenen Sacchariden (50 mm) ohne DTT (0 mm).

OsJAC1 JRL DIR
0 mm DTT Twmz ( °C) + Tm ( °C) + Tm(°C) =+
Kontrolle 85,1 0,05 73,7°C-74,2°C 0,05 77,4°C 0,02
Zucker
1,2-a-Mannobiose 86,3 0,16
1,4-B-p-Galactobiose 91,1 0,12 74,3 0,12 80,0 0,16
D-(+)-Cellobiose 85,6 0,04 74,1 0,03 78,0 0,03
D-(+)-Galaktose 87,1 0,25 74,5 0,09 80,6 0,04
D-(+)-Glucose 85,4 0,05 74,9 0,05 77,8 0,05
D-(+)-Mannose 85,3 0,04 75,2 0,04 77,7 0,05
D-(+)-Melibiose 88,5 0,18 74,3 0,06 | 82,8 0,19
D-(+)-xylose 85,1 0,04 74,6 0,04
pD-Mannitol 85,7 0,15
D-Sorbitol 85,4 0,04 74,4 0,06
Galactan 84,7 0,05 74,3 0,12 1 77,4 0,10
L-(+)-Rhamnose 85,0 0,15 74,4 0,03
Lactose 88,9 0,13 74,6 0,05 82,5 0,07
Laminaribiose 84,7 0,01 75,9 0,03 77,8 0,33
Maltose 85,6 0,04 74,7 0,06
N,N'-Diacetylchitobiose 85,8 0,18 74,5 0,20 77,9 0,11
N-Acetyl-D-Galaktosamin 85,6 0,17 74,3 0,06 78,7 0,17
N-Acetyl-B-D-Glucosamin 85,6 0,06 74,9 0,07
Sucrose 85,7 0,12 74,6 0,06
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Tabelle 47: Schmelzpunkte (Tm) von OsJAC1- und DIR/JRL-Proteinmischung (2:1) in Abhdangigkeit von
verschiedenen Sacchariden (50 mm) mit 4 mm DTT.

OsJAC1 JRL/DIR
Mit 4 mm DTT Tv1(°C) =+ Tm2(°C) =+ Tv1(°C) =+ T2 (°C) =+
Kontrolle 60,7 0,08 85,7 0,11 59,4 0,14 77,7 0,03
Zucker
1,2-a-Mannobiose 62,6 0,08 85,8 0,09 61,2 0,19 78,2 0,20
1,4-B-p-Galactobiose | 61,1 0,06 91,9 0,12 59,7 0,07 85,8 0,06
D-(+)-Cellobiose 60,9 0,00 85,2 0,13 59,9 0,19 77,9 0,09
D-(+)-Galaktose 61,2 0,08 87,6 0,08 59,7 0,05 80,6 0,07
D-(+)-Glucose 61,8 0,19 85,8 0,24 60,4 0,02 77,9 0,02
D-(+)-Mannose 61,8 0,14 85,6 0,09 60,8 0,10 78,0 0,04
D-(+)-Melibiose 61,1 0,00 88,8 0,07 59,8 0,17 82,4 0,13
D-(+)-Trehalose 62,3 0,04 85,6 0,10 61,4 0,46 78,1 0,50
Galactan 59,2 0,03 78,0 0,01
Lactose 61,0 0,02 88,7 0,02 59,7 0,01 81,9 0,02
Laminaribiose 63,3 0,08 86,3 0,02 61,6 0,06 78,5 0,01
N,N'- 59,6 0,08 78,0 0,01
Diacetylchitobiose
N-Acetyl-D- 59,6 0,03 78,5 0,03
Galactosamin
N- 60,6 0,19 87,1 0,09 61,0 0,03 79,2 0,02
Acetylneuraminsaure
N-Acetyl-B-D- 60,0 0,09 78,0 0,07
Glucosamin
Galactobiose e ————— O '8
Lactose ] 3’5H 4’7
Galaktose __'2’_13*;0

Gentiobiose g 6,17’1
Mannose g 8;3
Glucose | §-1

0sJAC1 nach Hitzebehandlung

DeltaT3 MW DeltaT2

Abbildung 86: Ermittelte ATm2 und ATms von OsJAC1 nach der Hitzebehandlung (10 min bei 60 °C) unter
reduzierenden Bedingungen (4 mm DTT) nach Zugabe von unterschiedlichen Sacchariden (50 mm).
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D.2.3 Insilico Daten

Anhang

Tabelle 48: Die folgenden Reste wurden fiir das HADDOCK-Protein-Protein-Docking!?** der beiden OsJAC1-
Domanenproteine (DIR und JRL) und fiir die Untersuchung der Oligomerzustande ausgewahlt.

Ausgewadhlte Reste fiir das Protein-Protein Docking

OsJAC1-Domane

DIR (Docking-Modell des
Vollldngenproteins)

42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 60,
78,79, 80, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 90, 92, 94, 98, 101, 102,
106, 108, 109, 110, 111, 115, 116, 118, 120, 121, 122, 123, 124,
125,127,128, 130, 131, 132, 134, 152, 153, 156

JRL (Docking-Modell des
Volllangenproteins)

160, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 206, 208, 209, 210,
211,212,213, 214, 216, 217, 219

JRL-Interaktion (Dimer
des Volllangenprotein-
Modells)

160, 161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 273, 274, 276, 277, 278,

280

DIR-Interaktion (Dimer
des Volllangenprotein-
Modells)

42,43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 60,
78, 79, 80, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 90, 92, 94, 98, 101, 102,
106, 108, 109, 110, 111, 115, 116, 118, 120, 121, 122, 123, 124,
125,127,128, 130, 131, 132, 134, 152, 153, 156

Tabelle 49: HADDOCK-Protein-Protein-Docking!?*# Ergebnisse fiir das Volllingenmodel und die beiden putativen

Oligomerzustande.
Docking Ergebnisse

Volllangenmodell

Dimer-Dimer

Dimer-Dimer

Abbildung 54 Abbildung 56  Abbildung 57
HADDOCK Ergebnis -48,2+7,5 -102,8+1,3 -36,3+12,0
Cluster GroRRe 22 200 13
RMSD 14,9+0,2 1,1+0,7 0,9+0,6
Van der Waals Energie -63,0+5,5 -72,8+1,4 -75,2+10,2
Elektrostatische Energie -92,8+6,2 -69,4 + 14,3 -326,0+31,9
Desolvierungsenergie -3,7%£2,5 -18,1+2,1 -9,4+1,6
Restraints violation Energie 370,9+ 15,9 20,2+6,6 1134,5+44,9
Interaktionsoberflache 2128,0 £57,3 1777,5+42,0 3105,8+216,5
Z-Score -0,6 0,0 -1,9
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Abbildung 87: Sequenz-Alignment von OsJAC1 und TaVER2. Eingerahmte Reste reprdsentieren: Putative
Bindestelle der DIR-Doméne von OsJAC1 (schwarz), putative Bindestelle 1 (rot) und 2 (griin) der JRL-Domane von
OsJAC1 und die Phosphorylierungsstelle von TaVER2 (gelb).

Tabelle 50: Ergebnisse bzw. verwendete MessgréBen von RaptorX,??*l um die Qualitit des dreidimensionalen
Strukturmodells fur das Volllangenprotein (OsJAC1) zu bewerten.

Ergebnisse / MessgroRe DIR-Domane JRL-Domane
P-Wert 4,13e® 1,28e8
Score 128 150

SeqID [%] 28 41

uGDT (GDT) 111 (70) 129 (88)

Template (PDB-Eintrag) 600D, 600C, 5LAL 6FLZ, 5GVY, 7KMV
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Anhang

D.2.4 Hamagglutinations-Assay

DTT  pg/mL 500 250 125 625 313 156 7,8 S ) 1,95 098 0,49 0,24

0 OsJAC1
0 JRL

0 DIR

4 OsJAC1
4 JRL

4 DIR

0 Puffer
4 Puffer

Abbildung 88: Replikat des Hamagglutinations-Tests von Kaninchen-Erythrozyten mit OsJAC1 und seinen
Domanen (JRL und DIR) unter oxidierenden (0 mm DTT) oder reduzierenden (4 mm DTT) Testbedingungen.
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D.3 Vektorkarten, Nukleotid- und Aminosauresequenzen

D.3.1 Expressionsvektoren

Sacl HindIII
BamHI

P Strep-Tag II
. Ncol
—{RES
'_' — Xbal
[lac operator)

PET-51b(+)
5218 bp

Abbildung 89: Vektorkarte von pET-51b(+).

cspA promoter [lac operator

Ndel
| [ Sacl
BamHI
— EcoRI
- HindITI
Xbal

LA
cspA 51y

a8 prumoter ®
@

pCold™ 1V
4359 bp

Abbildung 90: Vektorkarte des Expressionssystems pCold™ IV mit ausgewidhlten Positionen

Restriktionsschnittstellen.
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pACYC on

pKJE7
araB
(7.2kbp) .

Abbildung 91: Vektorkarte pKJE7 laut Herstellerangabe (Takara Bio Inc., Kusatsu City, Japan).

EcoRI HindIII
\ BamHI

MCS|
‘ /. exHis)

) {}’ W "
/f1'_r terminaro, ; /ﬁ
throp, b!q facg

e e
v

pET-15b
5708 bp

Abbildung 92: Vektorkarte fiir pET-15b.
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D.3.1.1 Vektorkarten — Pflanzliche DIR-Proteine im pET51b(+) Vektor
Die folgenden Vektoren wurden von J. Rosengarten wahrend ihrer Tatigkeit in der

Arbeitsgruppe von Dr. T. Classen erstellt und im Rahmen dieser Arbeit ibernommen.

Sacl HindIII
BamHI
Nhel
EcoRI

PET51b(+)::strep_atdir6

5760 bp

Abbildung 93: Vektorkarte von pET51b(+)::strep_atdir6.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von atdir6 mit einem Strep®-Tag
CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTGTAGCATTCGTACAGTTTGATATCCATTTTAACACGGAAGTATTTCG
CGCCCTGGAACAGGTCGGTAACGAAGGTCGCAATACCACGCGCCATAAAGAAGTCACCGGTGCCAC
CAACCACGCTCAGATCACGGGTCGGTTCCATCATCAGATCCGCACCCATGATGTTCAGGGTACCTTTG
TGCTCGGTGCTGTTGAACACCAGGGTATAGCTGAACCAGCTGTTGAAGTCCATCTTCATGTCATAGA
AGTAAAAACCCTGCGCACGCGCAACCGGTTTGCTCAGGTAGTTCTTGTCCATGGTGATCGGACCGTC
AAAGATCACGAATTTGCCAAACTTGAAGTTACCCAGACCCGGCGGGCTAACAATCGCCGCGCTGGTC
GCGTTCGCCACATTGTCGCCGTCATACAGGATATCATGGAAGTAAAAGCTAAAGTGTTTGCACGGTT
TCTTCTGATCGATGGTCTTGCGGAATTGAATTCTACTCTGAAAATACAGATTTTCCCCACTAGTTGGAT
CCGGTACCTTGTCGTCGTCATCTGCACCCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTTGCCAT

Aminosduresequenz von AtDIR6 mit einem Strep®-Tag
MASWSHPQFEKGADDDDKVPDPTSGENLYFQSRIQFRKTIDQKKPCKHFSFYFHDILYDGDNVANATSA
AIVSPPGLGNFKFGKFVIFDGPITMDKNYLSKPVARAQGFYFYDMKMDFNSWFSYTLVFNSTEHKGTLNI
MGADLMMEPTRDLSVVGGTGDFFMARGIATFVTDLFQGAKYFRVKMDIKLYECYRIQGAG
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Anhang

Sacl 'HindIII
_BamHI
"’ " _EcoRI

_Ncol
EcoRI

pET51b(+)::strep_malE_atdire

6873 bp
BamHI
Mcol

" Xbal

Abbildung 94: Vektorkarte von pET51b(+)::strep_malE_atdir6. Gen malE kodiert fiir das Protein MBP.

Nukleotidsequenz (5'->3') von strep_malE_atdir6
CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTGTAGCATTCGTACAGTTTGATATCCATTTTAACACGGAAGTATTTCG
CGCCCTGGAACAGGTCGGTAACGAAGGTCGCAATACCACGCGCCATAAAGAAGTCACCGGTGCCAC
CAACCACGCTCAGATCACGGGTCGGTTCCATCATCAGATCCGCACCCATGATGTTCAGGGTACCTTTG
TGCTCGGTGCTGTTGAACACCAGGGTATAGCTGAACCAGCTGTTGAAGTCCATCTTCATGTCATAGA
AGTAAAAACCCTGCGCACGCGCAACCGGTTTGCTCAGGTAGTTCTTGTCCATGGTGATCGGACCGTC
AAAGATCACGAATTTGCCAAACTTGAAGTTACCCAGACCCGGCGGGCTAACAATCGCCGCGCTGGTC
GCGTTCGCCACATTGTCGCCGTCATACAGGATATCATGGAAGTAAAAGCTAAAGTGTTTGCACGGTT
TCTTCTGATCGATGGTCTTGCGGAATTGAATTCTACTCTGAAAATACAGATTTTCCCCAATCGAGCTCG
AATTAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGCTTCATCGACAGTCTGACGACCGCTGGCGGCGTTGATCACCGC
AGTACGCACGGCATACCAGAAAGCGGACATCTGCGGGATGTTCGGCATGATTTCACCTTTCTGGGCG
TTTTCCATGGTGGCGGCAATACGTGGATCTTTCGCCAACTCTTCCTCGTAAGACTTCAGCGCTACGGC
ACCCAGCGGTTTGTCTTTATTAACCGCTTCCAGACCTTCATCAGTCAGCAGATAGTTTTCGAGGAACT
CTTTCGCCAGCTCTTTGTTCGGACTGGCGGCGTTAATACCTGCGCTCAGCACGCCAACGAACGGTTTG
GATGGTTGACCCTTGAAGGTCGGCAGTACCGTTACACCATAATTCACTTTGCTGGTGTCGATGTTGGA
CCATGCCCACGGGCCGTTGATGGTCATCGCTGTTTCGCCTTTATTAAAGGCAGCTTCTGCGATGGAGT
AATCGGTGTCTGCATTCATGTGTTTGTTTTTAATCAGGTCAACCAGGAAGGTCAGACCCGCTTTCGCG
CCAGCGTTATCCACGCCCACGTCTTTAATGTCGTACTTGCCGTTTTCATACTTGAACGCATAACCCCCG
TCAGCAGCAATCAGCGGCCAGGTGAAGTACGGTTCTTGCAGGTTGAACATCAGCGCGCTCTTACCTT
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TCGCTTTCAGTTCTTTATCCAGCGCCGGGATCTCTTCCCAGGTTTTTGGCGGGTTCGGCAGCAGATCT
TTGTTATAAATCAGCGATAACGCTTCAACAGCGATCGGGTAAGCAATCAGCTTGCCGTTGTAACGTA
CGGCATCCCAGGTAAACGGATACAGCTTGTCCTGGAACGCTTTGTCCGGGGTGATTTCAGCCAACAG
GCCAGATTGAGCGTAGCCACCAAAGCGGTCGTGTGCCCAGAAGATAATGTCAGGGCCATCGCCAGT
TGCCGCAACCTGTGGGAATTTCTCTTCCAGTTTATCCGGATGCTCAACGGTGACTTTAATTCCGGTATC
TTTCTCGAATTTCTTACCGACTTCAGCGAGACCGTTATAGCCTTTATCGCCGTTAATCCAGATTACCAG
TTTACCTTCTTCAGTTTTCATGGTTGGATCCGGTACCTTGTCGTCGTCATCTGCACCCTTTTCGAACTGC
GGGTGGCTCCAGCTTGCCAT

Aminosduresequenz von MBP-AtDIR6 mit einem Strep®-Tag
MASWSHPQFEKGADDDDKVPDPTMKTEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLE
EKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSL
IYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDN
AGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQ
PSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENA
QKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSIGENLYFQSRIQFRKTIDQKKPCK
HFSFYFHDILYDGDNVANATSAAIVSPPGLGNFKFGKFVIFDGPITMDKNYLSKPVARAQGFYFYDMKMD
FNSWFSYTLVFNSTEHKGTLNIMGADLMMEPTRDLSVVGGTGDFFMARGIATFVTDLFQGAKYFRVKM
DIKLYECYRIQGAG

Sacl 'HindIII
/_ BamHI
/ .~ - EcoRI

pET51b(+)::His-tag_atdiré
5754 bp

Abbildung 95: Vektorkarte von pET51b(+)::his-tag_atdir6.
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Anhang

Nukleotidsequenz (5'->3’) von atdir6 mit einem Hise-Tag
CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTGTAGCATTCGTACAGTTTGATATCCATTTTAACACGGAAGTATTTCG
CGCCCTGGAACAGGTCGGTAACGAAGGTCGCAATACCACGCGCCATAAAGAAGTCACCGGTGCCAC
CAACCACGCTCAGATCACGGGTCGGTTCCATCATCAGATCCGCACCCATGATGTTCAGGGTACCTTTG
TGCTCGGTGCTGTTGAACACCAGGGTATAGCTGAACCAGCTGTTGAAGTCCATCTTCATGTCATAGA
AGTAAAAACCCTGCGCACGCGCAACCGGTTTGCTCAGGTAGTTCTTGTCCATGGTGATCGGACCGTC
AAAGATCACGAATTTGCCAAACTTGAAGTTACCCAGACCCGGCGGGCTAACAATCGCCGCGCTGGTC
GCGTTCGCCACATTGTCGCCGTCATACAGGATATCATGGAAGTAAAAGCTAAAGTGTTTGCACGGTT
TCTTCTGATCGATGGTCTTGCGGAATTGAATTCTACTCTGAAAATACAGATTTTCCCCACTAGTTGGAT
CCGGTACCTTGTCGTCGTCATCTGCACCATGGTGGTGATGATGGTGGCTTGCCAT

Aminosauresequenz von AtDIR6 mit einem Hise-Tag
MASHHHHHHGADDDDKVPDPTSGENLYFQSRIQFRKTIDQKKPCKHFSFYFHDILYDGDNVANATSAAI
VSPPGLGNFKFGKFVIFDGPITMDKNYLSKPVARAQGFYFYDMKMDFNSWFSYTLVFNSTEHKGTLNIM
GADLMMEPTRDLSVVGGTGDFFMARGIATFVTDLFQGAKYFRVKMDIKLYECYRIQGAG

Sacl HindIII
BamHI
EcoRI

PET51b(+)::strep_fidirl

5784 bp

Abbildung 96: Vektorkarte von pET51b(+)::strep_fidirl.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von fidirl mit einem Strep®-Tag

CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTCCAGCACTCGTACAGATTGATGTCAACACGCAGACGGAAGTAAACG
TCGCCCTCGAACGCGTCGGTCATCAGGGTCGCAACACCACGCGCCATGAAAAAGTCACCGGTGCCAC
CAATCACGCTGATATCACGGGTCTTGTTCAGCAGCGGGTCCGCACCCGCGAAGTTCAGGGTACCCAC
GTACTTGGTGCTGTTGAACAGAAAGCTGAAACCCAGCCACGCGTTGTAGGTGTTCTTCTGGTCGTAG

201



AAATACATGCCCTGCGCACGACCAACCGGCGGGCTGTGCAGGTTGTTATCCAGGGTGATCGGATCGT
CGAACACAACCAGATCACCGTAGTTGAACGGAACCGCCATCGCGGTCTTGTTACCCCATTGCGGGCT
ACCAACGATCGCGCTGGTCGCGTTGTGGTAGTTATTGCCTTTGAACAGCACATCGTGGAAGTAAAAC
ACCAGCTCCTTGCACGGGCGGCGCGGGCGCGGCTTGCGGCCATAGGTCGCTTGAATTCTACTCTGAA
AATACAGATTTTCCCCACTAGTTGGATCCGGTACCTTGTCGTCGTCATCTGCACCCTTTTCGAACTGCG
GGTGGCTCCAGCTTGCCAT

Aminosduresequenz von FiDIR1 mit einem Strep®-Tag
MASWSHPQFEKGADDDDKVPDPTSGENLYFQSRIQATYGRKPRPRRPCKELVFYFHDVLFKGNNYHNA
TSAIVGSPQWGNKTAMAVPFNYGDLVVFDDPITLDNNLHSPPVGRAQGMYFYDQKNTYNAWLGFSFL
FNSTKYVGTLNFAGADPLLNKTRDISVIGGTGDFFMARGVATLMTDAFEGDVYFRLRVDINLYECWRIQG
AG

Sacl HindIII
BamHI
EcoRI

pET51b(+)::strep_malE_fidirl

6897 bp

Abbildung 97: Vektorkarte von pET51b(+)::strep_malE_fidirl. Gen malE kodiert fir das Protein MBP.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von strep_malE_fidirl
CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTCCAGCACTCGTACAGATTGATGTCAACACGCAGACGGAAGTAAACG
TCGCCCTCGAACGCGTCGGTCATCAGGGTCGCAACACCACGCGCCATGAAAAAGTCACCGGTGCCAC
CAATCACGCTGATATCACGGGTCTTGTTCAGCAGCGGGTCCGCACCCGCGAAGTTCAGGGTACCCAC
GTACTTGGTGCTGTTGAACAGAAAGCTGAAACCCAGCCACGCGTTGTAGGTGTTCTTCTGGTCGTAG
AAATACATGCCCTGCGCACGACCAACCGGCGGGCTGTGCAGGTTGTTATCCAGGGTGATCGGATCGT
CGAACACAACCAGATCACCGTAGTTGAACGGAACCGCCATCGCGGTCTTGTTACCCCATTGCGGGCT
ACCAACGATCGCGCTGGTCGCGTTGTGGTAGTTATTGCCTTTGAACAGCACATCGTGGAAGTAAAAC
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Anhang

ACCAGCTCCTTGCACGGGCGGCGLCGGGCGCGGCTTGCGGCCATAGGTCGCTTGAATTCTACTCTGAA
AATACAGATTTTCCCCAATCGAGCTCGAATTAGTCTGCGCGTCTTTCAGGGCTTCATCGACAGTCTGA
CGACCGCTGGCGGCGTTGATCACCGCAGTACGCACGGCATACCAGAAAGCGGACATCTGCGGGATG
TTCGGCATGATTTCACCTTTCTGGGCGTTTTCCATGGTGGCGGCAATACGTGGATCTTTCGCCAACTC
TTCCTCGTAAGACTTCAGCGCTACGGCACCCAGCGGTTTGTCTTTATTAACCGCTTCCAGACCTTCATC
AGTCAGCAGATAGTTTTCGAGGAACTCTTTCGCCAGCTCTTTGTTCGGACTGGCGGCGTTAATACCTG
CGCTCAGCACGCCAACGAACGGTTTGGATGGTTGACCCTTGAAGGTCGGCAGTACCGTTACACCATA
ATTCACTTTGCTGGTGTCGATGTTGGACCATGCCCACGGGCCGTTGATGGTCATCGCTGTTTCGCCTT
TATTAAAGGCAGCTTCTGCGATGGAGTAATCGGTGTCTGCATTCATGTGTTTGTTTTTAATCAGGTCA
ACCAGGAAGGTCAGACCCGCTTTCGCGCCAGCGTTATCCACGCCCACGTCTTTAATGTCGTACTTGCC
GTTTTCATACTTGAACGCATAACCCCCGTCAGCAGCAATCAGCGGCCAGGTGAAGTACGGTTCTTGC

AGGTTGAACATCAGCGCGCTCTTACCTTTCGCTTTCAGTTCTTTATCCAGCGCCGGGATCTCTTCCCAG
GTTTTTGGCGGGTTCGGCAGCAGATCTTTGTTATAAATCAGCGATAACGCTTCAACAGCGATCGGGT
AAGCAATCAGCTTGCCGTTGTAACGTACGGCATCCCAGGTAAACGGATACAGCTTGTCCTGGAACGC
TTTGTCCGGGGTGATTTCAGCCAACAGGCCAGATTGAGCGTAGCCACCAAAGCGGTCGTGTGCCCAG
AAGATAATGTCAGGGCCATCGCCAGTTGCCGCAACCTGTGGGAATTTCTCTTCCAGTTTATCCGGATG
CTCAACGGTGACTTTAATTCCGGTATCTTTCTCGAATTTCTTACCGACTTCAGCGAGACCGTTATAGCC
TTTATCGCCGTTAATCCAGATTACCAGTTTACCTTCTTCAGTTTTCATGGTTGGATCCGGTACCTTGTC
GTCGTCATCTGCACCCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTTGCCAT

Aminosduresequenz von MBP-FiDIR1 mit einem Strep®-Tag
MASWSHPQFEKGADDDDKVPDPTMKTEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLE
EKFPQVAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSL
IYNKDLLPNPPKTWEEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDN
AGAKAGLTFLVDLIKNKHMNADTDYSIAEAAFNKGETAMTINGPWAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQ
PSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTDEGLEAVNKDKPLGAVALKSYEEELAKDPRIAATMENA
QKGEIMPNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDAQTNSSSIGENLYFQSRIQATYGRKPRPRR
PCKELVFYFHDVLFKGNNYHNATSAIVGSPQWGNKTAMAVPFNYGDLVVFDDPITLDNNLHSPPVGRA
QGMYFYDQKNTYNAWLGFSFLFNSTKYVGTLNFAGADPLLNKTRDISVIGGTGDFFMARGVATLMTDA
FEGDVYFRLRVDINLYECWRIQGAG
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Sacl HindII
BamHI
EcoRI
HindII

EcoRI
BamHI
Neol
Neol
Xbal

T7-promotor

PET51b(+)::His-tag_fidirl
5778 bp

HindII

Abbildung 98: Vektorkarte von pET51b(+)::his-tag_fidirl.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von his-tag_fidir1

CTAGCCGGCGCCCTGAATTCTCCAGCACTCGTACAGATTGATGTCAACACGCAGACGGAAGTAAACG
TCGCCCTCGAACGCGTCGGTCATCAGGGTCGCAACACCACGCGCCATGAAAAAGTCACCGGTGCCAC
CAATCACGCTGATATCACGGGTCTTGTTCAGCAGCGGGTCCGCACCCGCGAAGTTCAGGGTACCCAC
GTACTTGGTGCTGTTGAACAGAAAGCTGAAACCCAGCCACGCGTTGTAGGTGTTCTTCTGGTCGTAG
AAATACATGCCCTGCGCACGACCAACCGGCGGGCTGTGCAGGTTGTTATCCAGGGTGATCGGATCGT
CGAACACAACCAGATCACCGTAGTTGAACGGAACCGCCATCGCGGTCTTGTTACCCCATTGCGGGCT
ACCAACGATCGCGCTGGTCGCGTTGTGGTAGTTATTGCCTTTGAACAGCACATCGTGGAAGTAAAAC
ACCAGCTCCTTGCACGGGCGGCGCGGGCGCGGCTTGCGGCCATAGGTCGCTTGAATTCTACTCTGAA
AATACAGATTTTCCCCACTAGTTGGATCCGGTACCTTGTCGTCGTCATCTGCACCATGGTGGTGATGA
TGGTGGCTTGCCAT

Aminosaduresequenz von FiDIR1 mit einem Hise-Tag

MASHHHHHHGADDDDKVPDPTSGENLYFQSRIQATYGRKPRPRRPCKELVFYFHDVLFKGNNYHNATS
AIVGSPQWGNKTAMAVPENYGDLVVFDDPITLDNNLHSPPVGRAQGMYFYDQKNTYNAWLGFSFLFN
STKYVGTLNFAGADPLLNKTRDISVIGGTGDFFMARGVATLMTDAFEGDVYFRLRVDINLYECWRIQGAG
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Anhang

D.3.1.2 Vektorkarten — OsJAC1 und die Einzeldomanen (DIR und JRL)

Sequenzen fiir OsJAC1

Ecorl HindIIl

17 terminatg,
Mcg.

pPET15b::0sjacl
6638 bp

Abbildung 99: Vektorkarte von pET15b::0sjacl.

Nukleotidsequenz (5'->3') von OsJAC1 mit einem Hiss-Tag
TTAGATCGGCTGCACGTAGACACCAACTGCATTTATGTATTTCCCACTGCGCCCAAAGAAACCCACTA
TACTGGAGTTATTCTGCGCTGGGACACTGAAAGGGGTTCCCTCCTGTCGTCCAAATGGGCCATATGTT
TGCTTATTGGTGATAAAATTAATAGATGTTATAACGGTGCTGCCCTCATATGGGCCAAACGTTCCAGA
AACTTCCTTGAGAAACTCTGAACTGCCAAATTCAATCATTATGGGATCCCCGCCAGGACCACCCCATG
GACCTGCCTTGTGCTTCTCTCCGGCATGGTCAAGGTAAGTAAACGAGATTGAGTCAACAGACCAGCC
GTGGTATAATGTGATGCTTTCGAGACGCTTTGGAGACTCAGTGATGTCTTGAACTGTCCCTTCATGAG
ATGAACCCCATGGCCCAATCTTGGTGACAGGGCACTGTGACCCTTTTAAGAGAGGACAAAACCCATG
GATAGTGAGCTCTATTATGTTTCCGTATTGTTTTTGTTCTTGCATTTTCTTCAAGATAACACCAGTTGCC
ATAGCAAACTGTCCTGTGCCCCCAACAATAGCCCAATCACCTTCTTCGACAATTAGCCCCATCACCTGA
AGCGTGGACCCCTTAAGCCTTTCATCCTCGAACACTAGGCTGAAGGAGTTGTGCCAGGCACCCGCAA
AAACGTGGAGGCCTTTTGCATAGGCAACAAGCTTGGCGTCGCTGCCGATTCCGTCATATACTGACCA
GTTGTTAACGACAATGCAACCCAACCCGGTTTTTTTGTCATTGCTTGTGACCGCCGACTGGTTTTGTTC
TGGACCAGCCGGCGTGTGGTGCAGGTAGAGTTTGGTGAAGTTGATCTGGTTGCCCTGAACAAGCAT
GCCACAGGGTGTGATTTGCAGCTTGCTGGGATCAGCCATCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACC
AGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCAT

205



Aminosauresequenz von OsJAC1 mit einem Hisg-Tag
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMADPSKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTS
NDKKTGLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHNSFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEG
DWAIVGGTGQFAMATGVILKKMQEQKQYGNIELTIHGFCPLLKGSQCPVTKIGPWGSSHEGTVQDITES
PKRLESITLYHGWSVDSISFTYLDHAGEKHKAGPWGGPGGDPIMIEFGSSEFLKEVSGTFGPYEGSTVITSI
NFITNKQTYGPFGRQEGTPFSVPAQNNSSIVGFFGRSGKYINAVGVYVQPI

XhoI

_HindIII

_— HindIII
— Xbal
pCold 1V::his-tag_osjacl

5316 bp

Abbildung 100: Vektorkarte von pCold IV::his-tag_osjac1l.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von OsJAC1 mit einem Hise-Tag
ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCG
AGATGGCTGATCCCAGCAAGCTGCAAATCACACCCTGTGGCATGCTTGTTCAGGGCAACCAGATCAA
CTTCACCAAACTCTACCTGCACCACACGCCGGCTGGTCCAGAACAAAACCAGTCGGCGGTCACAAGC
AATGACAAAAAAACCGGGTTGGGTTGCATTGTCGTTAACAACTGGTCAGTATATGACGGAATCGGCA
GCGACGCCAAGCTTGTTGCCTATGCAAAAGGCCTCCACGTTTTTGCGGGTGCCTGGCACAACTCCTTC
AGCCTAGTGTTCGAGGATGAAAGGCTTAAGGGGTCCACGCTTCAGGTGATGGGGCTAATTGTCGAA
GAAGGTGATTGGGCTATTGTTGGGGGCACAGGACAGTTTGCTATGGCAACTGGTGTTATCTTGAAG
AAAATGCAAGAACAAAAACAATACGGAAACATAATAGAGCTCACTATCCATGGGTTTTGTCCTCTCTT
AAAAGGGTCACAGTGCCCTGTCACCAAGATTGGGCCATGGGGTTCATCTCATGAAGGGACAGTTCA
AGACATCACTGAGTCTCCAAAGCGTCTCGAAAGCATCACATTATACCACGGCTGGTCTGTTGACTCAA
TCTCGTTTACTTACCTTGACCATGCCGGAGAGAAGCACAAGGCAGGTCCATGGGGTGGTCCTGGLGG
GGATCCCATAATGATTGAATTTGGCAGTTCAGAGTTTCTCAAGGAAGTTTCTGGAACGTTTGGCCCAT
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ATGAGGGCAGCACCGTTATAACATCTATTAATTTTATCACCAATAAGCAAACATATGGCCCATTTGGA
CGACAGGAGGGAACCCCTTTCAGTGTCCCAGCGCAGAATAACTCCAGTATAGTGGGTTTCTTTGGGC
GCAGTGGGAAATACATAAATGCAGTTGGTGTCTACGTGCAGCCGATCTAA

Aminosauresequenz von OsJAC1 mit einem Hisg-Tag
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEMADPSKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTS
NDKKTGLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHNSFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEG
DWAIVGGTGQFAMATGVILKKMQEQKQYGNIELTIHGFCPLLKGSQCPVTKIGPWGSSHEGTVQDITES
PKRLESITLYHGWSVDSISFTYLDHAGEKHKAGPWGGPGGDPIMIEFGSSEFLKEVSGTFGPYEGSTVITSI
NFITNKQTYGPFGRQEGTPFSVPAQNNSSIVGFFGRSGKYINAVGVYVQPI

Sequenzen fiir OsJAC1-DIR
Alle Konstrukte der DIR-Einzeldomane von OsJAC1 enthielten eine Punktmutation von
Threonin zu Isoleucin. Die Position in den entsprechenden Sequenzen ist jeweils markiert

(hervorgehoben und unterstrichen).

EcoRI HindIII

BamHI
Ncol
Ncol
Sacl

HindIII

PET15b::strep_osjacl_dir

6216 bp

Abbildung 101: Vektorkarte pET15b::strep_osjacl_dir.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von OsJAC1-DIR mit einem Strep®-Tag und Punktmutation

TTAGCAGCCGGATCCTCGAGCCCATGGCCCAATCTTGGTGACAGGGCACTGTGACCCTTTTAAGAGA
GGACAAAACCCATGGATAGTGAGCTCTATTATGTTTCCGTATTGTTTTTGTTCTTGCATTTTCTTCAAG
ATAACACCAGTTGCCATAGCAAACTGTCCTGTGCCCCCAACAATAGCCCAATCACCTTCTTCGACAATT
AGCCCCATCACCTGAAGCGTGGACCCCTTAAGCCTTTCATCCTCGAACACTAGGCTGAAGGAGTTGT
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GCCAGGCACCCGCAAAAACGTGGAGGCCTTTTGCATAGGCAACAAGCTTGGCGTCGCTGCCGATTCC
GTCATATACTGACCAGTTGTTAACGACAATGCAACCCAACCCGATTTTTTTGTCATTGCTTGTGACCGC
CGACTGGTTTTGTTCTGGACCAGCCGGCGTGTGGTGCAGGTAGAGTTTGGTGAAGTTGATCTGGTTG
CCCTGAACAAGCATGCCACAGGGTGTGATTTGCAGCTTGCTCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCA
CCAGGCCGCTGCTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCTGCCCAT

Aminosduresequenz von OsJAC1-DIR mit einem Strep®-Tag und Punktmutation ()

MGSSWSHPQFEKSSGLVPRGSHMLESKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTSNDK
KIGLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHNSFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEGDWA
IVGGTGQFAMATGVILKKMQEQKQYGNHELTIHGFCPLLKGSQCPVTKIGPWARGSGC

EcoRI HindIII

BamHI
Ncol
Ncol
Sacl

HindIII

PET15b::his-tag_osjacl_dir

6210 bp

Abbildung 102: Vektorkarte pET15b::his-tag_osjacl_dir.

Nukleotidsequenz (5'->3') von OsJAC1-DIR mit einem Hise-Tag und Punktmutation

TTAGCAGCCGGATCCTCGAGCCCATGGCCCAATCTTGGTGACAGGGCACTGTGACCCTTTTAAGAGA
GGACAAAACCCATGGATAGTGAGCTCTATTATGTTTCCGTATTGTTTTTGTTCTTGCATTTTCTTCAAG
ATAACACCAGTTGCCATAGCAAACTGTCCTGTGCCCCCAACAATAGCCCAATCACCTTCTTCGACAATT
AGCCCCATCACCTGAAGCGTGGACCCCTTAAGCCTTTCATCCTCGAACACTAGGCTGAAGGAGTTGT
GCCAGGCACCCGCAAAAACGTGGAGGCCTTTTGCATAGGCAACAAGCTTGGCGTCGCTGCCGATTCC
GTCATATACTGACCAGTTGTTAACGACAATGCAACCCAACCCGATTTTTTTGTCATTGCTTGTGACCGC
CGACTGGTTTTGTTCTGGACCAGCCGGCGTGTGGTGCAGGTAGAGTTTGGTGAAGTTGATCTGGTTG
CCCTGAACAAGCATGCCACAGGGTGTGATTTGCAGCTTGCTCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCA
CCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCAT
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Aminosduresequenz von OsJAC1-DIR mit einem His¢-Tag und Punktmutation (T)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLESKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTSNDKKT
GLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHNSFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEGDWAIV
GGTGQFAMATGVILKKMQEQKQYGNIIELTIHGFCPLLKGSQCPVTKIGPWARGSGC

EcoRI HindIII

Mcol
Sacl

HindIII

PET15b::his-tag_osjacl_dir-RH

6162 bp

Abbildung 103: Vektorkarte von pET15b::his-tag_osjacl_dir-RH.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von OsJAC1-DIR-RH mit einem Hise-Tag und Punktmutation

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCTCG
AGAGCAAGCTGCAAATCACACCCTGTGGCATGCTTGTTCAGGGCAACCAGATCAACTTCACCAAACT
CTACCTGCACCACACGCCGGCTGGTCCAGAACAAAACCAGTCGGCGGTCACAAGCAATGACAAAAA
AATCGGGTTGGGTTGCATTGTCGTTAACAACTGGTCAGTATATGACGGAATCGGCAGCGACGCCAA
GCTTGTTGCCTATGCAAAAGGCCTCCACGTTTTTGCGGGTGCCTGGCACAACTCCTTCAGCCTAGTGT
TCGAGGATGAAAGGCTTAAGGGGTCCACGCTTCAGGTGATGGGGCTAATTGTCGAAGAAGGTGATT
GGGCTATTGTTGGGGGCACAGGACAGTTTGCTATGGCAACTGGTGTTATCTTGAAGAAAATGCAAG
AACAAAAACAATACGGAAACATAATAGAGCTCACTATCCATGGGTTTTGTCCTCTCTTAAAAGGGTCA
TAA

Aminosduresequenz von OsJAC1-DIR-RH mit einem Hisg-Tag und Punktmutation (T)

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLESKLQITPCGMLVQGNQINFTKLYLHHTPAGPEQNQSAVTSNDKKT
GLGCIVVNNWSVYDGIGSDAKLVAYAKGLHVFAGAWHNSFSLVFEDERLKGSTLQVMGLIVEEGDWAIV
GGTGQFAMATGVILKKMQEQKQYGNIIELTIHGFCPLLKGS
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Sequenzen fiir OsJAC1-JRL

EcoRI HindIII
BamHI

PET15b::strep_osjacl_jrl

6167 bp

Abbildung 104: Vektorkarte pET15b::strep_osjacl_jrl.

Nukleotidsequenz (5'-»3’) von OsJAC1-JRLmit einem Strep®-Tag
TTAGATCGGCTGCACGTAGACACCAACTGCATTTATGTATTTCCCACTGCGCCCAAAGAAACCCACTA
TACTGGAGTTATTCTGCGCTGGGACACTGAAAGGGGTTCCCTCCTGTCGTCCAAATGGGCCATATGTT
TGCTTATTGGTGATAAAATTAATAGATGTTATAACGGTGCTGCCCTCATATGGGCCAAACGTTCCAGA
AACTTCCTTGAGAAACTCTGAACTGCCAAATTCAATCATTATGGGATCCCCGCCAGGACCACCCCATG
GACCTGCCTTGTGCTTCTCTCCGGCATGGTCAAGGTAAGTAAACGAGATTGAGTCAACAGACCAGCC
GTGGTATAATGTGATGCTTTCGAGACGCTTTGGAGACTCAGTGATGTCTTGAACTGTCCCTTCATGAG
ATGAACCCCATGGCCCAATCTTGGTGACAGGGCACTGCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCA
GGCCGCTGCTCTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGCTGCTGCCCAT

Aminosduresequenz von OsJAC1-JRL mit einem Strep®-Tag
MGSSWSHPQFEKSSGLVPRGSHMLEQCPVTKIGPWGSSHEGTVQDITESPKRLESITLYHGWSVDSISFT
YLDHAGEKHKAGPWGGPGGDPIMIEFGSSEFLKEVSGTFGPYEGSTVITSINFITNKQTYGPFGRQEGTPF
SVPAQNNSSIVGFFGRSGKYINAVGVYVQPI
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EcoRI HindIII
BamHI

PET15b::his-tag_osjacl_jrl

6161 bp

Abbildung 105: Vektorkarte pET15b::his-tag_osjac1_jrl.

Nukleotidsequenz (5'->3’) von OsJAC1-JRL mit einem His¢-Tag
TTAGATCGGCTGCACGTAGACACCAACTGCATTTATGTATTTCCCACTGCGCCCAAAGAAACCCACTA
TACTGGAGTTATTCTGCGCTGGGACACTGAAAGGGGTTCCCTCCTGTCGTCCAAATGGGCCATATGTT
TGCTTATTGGTGATAAAATTAATAGATGTTATAACGGTGCTGCCCTCATATGGGCCAAACGTTCCAGA
AACTTCCTTGAGAAACTCTGAACTGCCAAATTCAATCATTATGGGATCCCCGCCAGGACCACCCCATG
GACCTGCCTTGTGCTTCTCTCCGGCATGGTCAAGGTAAGTAAACGAGATTGAGTCAACAGACCAGCC
GTGGTATAATGTGATGCTTTCGAGACGCTTTGGAGACTCAGTGATGTCTTGAACTGTCCCTTCATGAG
ATGAACCCCATGGCCCAATCTTGGTGACAGGGCACTGCTCGAGCATATGGCTGCCGCGCGGCACCA
GGCCGCTGCTGTGATGATGATGATGATGGCTGCTGCCCAT

Aminosaduresequenz von OsJAC1-JRL mit einem Hiss-Tag
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLEQCPVTKIGPWGSSHEGTVQDITESPKRLESITLYHGWSVDSISFTYL
DHAGEKHKAGPWGGPGGDPIMIEFGSSEFLKEVSGTFGPYEGSTVITSINFITNKQTYGPFGRQEGTPFSV
PAQNNSSIVGFFGRSGKYINAVGVYVQPI
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