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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Zahlreiche zelluläre Prozesse wie der Umbau des Zytoskeletts, Vesikeltransport, Sig-
nalweiterleitung sowie die Reaktion auf verschiedene biotische und abiotische Um-
welteinflüsse stehen in Verbindung mit der Aktivität von Phospholipase D (Phospha-
tidylcholinphosphatidohydrolase, PLD, E.C. 3.1.4.4). Im Vergleich zu Säugetieren, die
zwei und Hefen die nur ein PLD-Gen besitzen, finden sich bei sessilen Pflanzen zahl-
reiche verschiedene PLD-Gene. Das Genom des vollständig sequenzierten Modellor-
ganismus Arabidopsis thaliana codiert 12 [1], das der Nutzpflanze Reis (Oryza sativa)
17 PLD-Gene [2], die wiederum verschiedenen Klassen zugeordnet werden können.
PLDs katalysieren die Hydrolyse der terminalen Phosphodiesterbindung von Phos-
pholipiden, wobei es zur Freisetzung von Phosphatidsäure (PA) und dem wasserlös-
lichen Alkohol der Kopfgruppe kommt. Zusätzlich zur Hydrolyse sind PLDs in Ge-
genwart passender Akzeptoralkohole in der Lage, die Umesterung der Kopfgruppen
zu katalysieren (Transphosphatidylierung). Während es bei der Durchführung einer
Transphosphatidylierungsreaktion lange Zeit üblich war, PLD aus nur teilweise gerei-
nigtem Pflanzenextrakt zum Reaktionsansatz zu applizieren [3], werden hierfür heute
zunehmend bakterielle PLDs aus Streptomyces-Arten verwendet [4].
Die in dieser Arbeit untersuchte PLD aus Weißkohl (Brassica oleracea var. capitata)
wird, bedingt durch die hohen Ca2+-Konzentrationen, die zur Aktivierung des En-
zyms nötig sind, dem α-Typ zugeordnet [5, 6]. Der N-terminal gelegenen C2-Domäne
der PLDα wird nach Bindung von Ca2+-Ionen die elektrostatische Vermittlung des
Substratkontaktes zugeschrieben [7, 8].
Da bei der industriellen Verwendung von Phospholipasen [9, 10] die Anwesenheit ho-
her Ca2+-Konzentrationen zu prozesstechnischen Problemen führen kann, kann die
genaue Kenntnis der molekularen Regulationsmechanismen zur optimierten Anwen-
dung dieser Enzyme führen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Ca2+-abhängige Aktivierung der PLDα aus
Weißkohl sowie die Substratinteraktion des Enzyms näher zu charakterisieren.
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Aufgrund ähnlicher physikalischer Eigenschaften mit dem natürlichen PLDα-Akti-
vator Ca2+ [11] sollten verschiedene Ionen der Seltenen Erden (Ln3+) auf ihre Fähig-
keit untersucht werden das Enzym zu aktivieren. Aufschlüsse über Aktivierungsme-
chanismus und Katalyse könnte der Vergleich der Dissoziationskonstanten der Ln3+

untereinander sowie der bei Zugabe von Ca2+ ermittelten Werte ergeben. Die in Ab-
wesenheit umgebender Wassermoleküle zu beobachtende Fluoreszenz von Tb3+ [12]
sollte bei der Durchführung fluoreszenzspektrometrischer Bindungsanalysen genutzt
werden, um Aufklärung über Anzahl und Affinität der Metallionenbindungszentren
der PLDα zu erhalten. Aktivitätstests mit dem natürlichen Aktivatorlipid PIP2 [13]
brächten Erkenntnisse über eine mögliche Ca2+-unabhängige Katalyse.
Die im Fokus stehende PLDα sollte mit der ebenfalls aus Weißkohl stammenden PLDγ

hinsichtlich des Metallionenaktivierungsverhalten verglichen werden. Hierzu sollte
das PLDγ-Gen (Genbank Bezeichnung: EU591736) erstmals in E. coli exprimiert und
das Enzym anschließend gereinigt werden.
Genau wie PLDα aus Weißkohl gehört PLD aus Streptomyces (PLDStr) bedingt durch
die hochkonservierten katalytischen Bereiche zur PLD-Superfamilie [14]. Da dem En-
zym jedoch die für PLDα typische C2-Domäne fehlt, würde die Durchführung ver-
gleichender Aktivitätsstudien die Rolle von Kationen bei der Substratinteraktion und
-hydrolyse der PLDα spezifizieren.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Untersuchungen über die Wechselwirkungen von
PLDα und PLDStr mit Substratmizellen stehen, die sich neben dem eigentlichen Sub-
strat aus unterschiedlichen Detergenzien zusammensetzen. Mögliche enzymkineti-
sche Effekte bei der Variation der Detergenskonzentration würden Rückschlüsse auf
den Kontakt von Enzym und Substrat und die darauf folgende Katalyse zulassen. Des
Weiteren sollte die Durchführung der FeRes-Methode [15] zum Verständnis für den
Zusammenhang zwischen der zur Aktivierung des Enzyms notwendigen Kationen-
konzentration und der an den Substratmizellen befindlichen Konzentration von Kat-
ionen beitragen. Daran anschließend sollten biophysikalische Untersuchungen zum
Einfluss von Detergenzien und Kationen auf die Substratmizellen durchgeführt wer-
den. Die zum Einsatz kommenden Methoden der Dynamischen Lichtstreuung (DLS)
und Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) können Informationen zum hydrodynami-
schen Radius sowie Form und Struktur der Substratmizellen liefen [16].
Die durch beide Methoden ermittelten möglichen Effekte würden durch einen Ver-
gleich mit den aus dem ersten Teil der Arbeit gewonnen Daten der enzymkinetischen
Untersuchungen Rückschlüsse auf die enigmatische Rolle von Ca2+ bei der Aktivie-
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1 Einleitung und Aufgabenstellung

rung der PLDα zulassen, um eine zusammenfassende Theorie zur Funktionsweise des
Enzyms zu entwickeln.
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2.1 Pflanzliche Phospholipasen D

Die in der gesamten belebten Natur vorkommenden Phospholipasen bilden eine Grup-
pe von Enzymen, deren Substrate amphiphile Glycerophospholipide sind. Diese sind
aus Diacylglycerol, einer Phosphatgruppe und einem polaren Rest zusammengesetzt.
Gemeinsam mit Glykolipiden, Proteinen und Cholesterol bilden Glycerophospholipi-
de die Hauptbestandteile biologischer Membranen. Entsprechend ihrem Angriffsort
am Phospholipid werden Phospholipasen dem A- (PLA1 bzw. PLA2), C- (PLC) oder
D- Typ (PLD) zugeordnet.

CH2

CH

H2C

O

O

C

C

O

O O

O

OH

OP x

PLA1

PLA2

PLC

PLD

Abbildung 2.1: Angriffsorte von Phospholipasen an Glycerophospholipiden. X - kennzeichnet
die Kopfgruppe. Die Hauptkomponenten nicht-plastidärer Membranen sind Phosphatidylcholin und
Phosphatidylethanolamin (Abb. 2.5 in Abschnitt 2.2).

Wie in Abbildung 2.1 dargestellt, katalysiert PLD die Hydrolyse der terminalen Phos-
phodiesterbindung in Phospholipiden. Die dabei entstehende Phosphatidsäure (PA)
gilt als wichtiges Strukturelement biologischer Membranen, als second messenger der
Signalweiterleitung sowie als Regulator des Membrantransportes [17, 18]. Neben der
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Hydrolysereaktion ist PLD als einzige Phospholipase in der Lage, in Anwesenheit
geeigneter Akzeptoralkohole eine Umesterung (Transphosphatidylierung) zu kataly-
sieren (Abb. 2.2). Während diese Reaktion in der Biotechnologie genutzt wird um
Phospholipide mit unterschiedlichen Kopfgruppen zu generieren [19, 20], ist die bio-
logische Bedeutung weiterhin unklar [14].
Da auch die Kopfgruppen von Alkylphosphonocholin [21] und Alkylphosphocholin
[22] durch PLD aus Weißkohl ausgetauscht werden können, scheint das Glycerolrück-
grat der Phosphodiesterstruktur für die Transphosphatidylierung nicht notwendig zu
sein.
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CO
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O

CH2

CH2

H2C O P

O

O

X1O

R1

R2

CO

CO

O

O

CH2

CH2

H2C O P

O

O

OH + X1OH + X1OH

R1

R2

CO

CO

O

O

CH2

CH2

H2C O P

O

O

X2O

+ H2O + X2OH

Hydrolyse Transphosphatidylierung

Abbildung 2.2: PLD katalysierte Reaktionen an Phospholipiden. R1 und R2 sind gesättigte bzw.
ungesättigte Alkylketten. X1OH und X2OH kennzeichnen den freigesetzten bzw. den Akzeptoralko-
hol.

Entsprechend ihrem Bedarf an Aktivatoren im in-vitro-System werden pflanzliche
PLDs in verschiedene Klassen unterteilt. So benötigt PLD des α-Typs millimolare Kon-
zentrationen an Ca2+ (20-100 mM) zur optimalen Aktivierung [23]. Organische Lö-
sungsmittel und Detergenzien stimulieren ebenfalls die Hydrolyse [24]. PLDs des β-,
γ- und δ-Typs benötigen mikromolare Ca2+-Konzentrationen sowie zusätzlich Phos-
phatidylinositol zur maximalen Aktivität [25]. Einheitliches Merkmal der PLDγ ist
das Vorhandensein einer N-terminal gelegen Myristylierungsstelle (Abb. A.2 im An-
hang) die aus den Aminosäuren MGxxxS besteht [26]. Die Myristylierung präsentiert
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einen Mechanismus zur reversiblen Membranbindung von Proteinen, wobei der hy-
drophobe Myristinrest die Interaktion des jeweiligen Proteins mit Lipiden der Zell-
membran ermöglicht [27, 28]. Des Weiteren konnten für myristilierte Proteine struk-
turstabilisierende Effekte nachgewiesen werden [29]. Ca2+-unabhängige PLDs wer-
den dem ζ- Typ zugeordnet [30].

2.1.1 Funktionen pflanzlicher Phospholipasen D

Nachdem die Existenz einer Phospholipase D bereits im Jahre 1933 durch Contar-
di und Ercoli postuliert wurde [31], gelang der Nachweis von PLD zunächst 1947
in Karottensaft durch Hanahan und Chaikoff [32]. Während sich die Beobachtungen
der Entdecker auf den Abbau von Lipiden richteten, werden die Funktionen pflanzli-
cher PLDs heute im allgemeinen in drei Kategorien eingeteilt: 1. Abbau von Lipiden,
2. Membranumbau und 3. Signaltransduktion [25].
Hinsichtlich Lipidabbau und Membranumbau ließ sich eine gesteigerte PLD-Aktivität
während des Wachstums von Pflanzen [33], der Keimung von Samen [34], in altern-
den Blättern und Samen [33], in Wurzelhärchen [35] sowie in Pollenschläuchen [36]
nachweisen. Zur Aktivierung von PLD führte ebenfalls die Reaktion auf biotische
(z.B. Befall von Pilzen oder Bakterien) [37, 38] und abiotische (z.B. Wassermangel,
Verwundung) Faktoren [39, 40, 41].
Während der Lipidabbau zum Verlust der Membranfunktion und - integrität führt,
bezieht sich der durch PLD-Aktivität erfolgte Membranumbau auf die Lipidbiosyn-
these und die Veränderung der Membranlipidzusammensetzung. Beispielsweise wer-
den so bei Phosphatmangel Phospholipide in nicht-plastidären Membranen durch Li-
pide ersetzt, die kein Phosphat enthalten. Steht wieder ausreichend Phosphat zur Ver-
fügung, kommt es zur vermehrten Synthese von Phospholipiden und deren Einbau
in die entsprechenden Membranen [42, 43, 44].
Die Rolle von PLD bei der Signaltransduktion bezieht sich hauptsächlich auf PA, ei-
nem Produkt der Phospholipidhydrolyse. PA, die auch durch Phosphorylierung mit-
tels Diacylglycerolkinase und Alkyltransferase gebildet werden kann, gilt als wichti-
ger sekundärer Botenstoff innerhalb pflanzlicher Zellen [45]. Die Vielzahl der regu-
latorischen Prozesse, an denen PA im pflanzlichen Organismus beteiligt ist, reichen
von der Verarbeitung biotischer und abiotischer Umwelteinflüsse [40, 39] bis hin zu
sämtlichen Entwicklungsprozessen von der Keimung des Samens [34, 46] über das
Wachstum der Pflanze [47, 48, 35] bis hin zur Seneszenz der Blätter [43, 39, 49, 50].
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2.1.2 Regulation pflanzlicher Phospholipasen D

Die Aktivität der in nahezu allen pflanzlichen Geweben vorhandenen PLD bedarf
einer strikten Regulation. Unkontrollierte Enzymaktivität hätte drastische Folgen auf
Integrität und Zusammensetzung der Zellmembran. Ein Beispiel für deregulierte PLD-
Aktivität ist der Verlust von Phospholipiden während der Homogenisierung von Pflan-
zenmaterial [32]. Die vielschichtige Regulation der PLD erfolgt über Langzeit- und
Kurzzeitmechanismen. Zur Langzeitkontrolle gehören die Aktivität der Genexpres-
sion, die Proteinsynthese und der Proteinabbau. So wird bei einer hohen Enzymak-
tivität oftmals ein erhöhter Anteil an PLD-mRNA nachgewiesen [51, 52, 53]. Da PLD
selbst bei mRNA-Mengen unterhalb der Nachweisgrenze detektiert werden konnte,
kann geschlussfolgert werden, dass es sich um ein sehr stabiles Enzym handelt [51].
Direkte Messungen über Synthese und Abbau von PLD liegen nicht vor und erlauben
daher keine Aussagen über die turnover rate.
Im Folgenden soll auf die Kurzzeitmechanismen der PLD-Regulation eingegangen
werden, die mit ihrer Wirkung direkt das Enzym beeinflussen.

2.1.2.1 Regulation durch Ca2+

Ca2+-Ionen sind wichtige second messenger pflanzlicher Zellen [54] und gelten als Re-
gulatoren für PLDs. So bildet sich bspw. beim Spitzenwachstum ein Ca2+-Gradient
aus, der durch Ca2+-Kanäle aufrecht erhalten wird. Des Weiteren führen Berührungs-
reize, Kälteschock und Pathogeneinfluss zu einem starken Anstieg der cytoplasma-
tischen Ca2+-Konzentration in Tabakkeimlingen (Nicotiana plumbaginifolia) [55, 56].
Allgemein beträgt die cytoplasmatische Ca2+-Konzentration in unstimulierten Land-
pflanzen 10−7 M. Für den Apoplasten wird eine Konzentration von 10−4 - 10−3 M an-
gegeben [57, 58].
Die Aktivierung pflanzlicher PLDs durch Ca2+-Ionen ist eng mit der für diese En-
zyme typischen N-terminal gelegenen C2-Domäne verbunden (Abschnitt 2.1.3 und
Abb. 2.3 bzw. A.2 im Anhang). Dieser aus ca. 130 Aminosäuren bestehende konser-
vierte Bereich wurde erstmals in Isoformen der Proteinkinase C entdeckt [59] und gilt
als Bindestelle für Ca2+-Ionen und Phospholipide [60, 61]. An die C2-Domäne gebun-
dene Ca2+-Ionen vermitteln die Bindung von Enzym und Substrat [62]. Zum anderen
wird diskutiert, dass die Ca2+-Bindung zu konformationellen Änderungen und damit
zur Aktivierung des Enzyms führt [63]. Während bei PLDs des β-, γ- und δ- Typs ver-
mehrt saure Aminosäuren in den Ca2+-Bindestellen der C2-Domäne vorhanden sind
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[61, 64], sind diese bei PLDα durch eine basische und eine neutrale Aminosäure ersetzt
[64, 1]. Ein Sonderfall stellt PLDε dar, in deren C2-Domäne keine sauren Aminosäu-
ren vorkommen [65]. Die beschriebenen Aminosäureaustausche gelten als Grund für
die geringen Affinitäten von PLDα und PLDε gegenüber Ca2+ und somit für die ho-
hen Ca2+-Konzentrationen, die zur vollständigen Aktivierung der Isoenzyme in vitro
notwendig sind [61]. Zusätzlich zur C2-Domäne konnte die Bindung von Ca2+-Ionen
im aktiven Zentrum der PLDα [66] und PLDβ [67] nachgewiesen werden.

2.1.2.2 Regulation durch Lipide

Polyphosphoinositide sind im pflanzlichen Organismus am Lipidstoffwechsel, der
Membranbildung, der Organisation des Zytoskeletts sowie am Vesikeltransport be-
teiligt [68]. Ebenso gelten sie als wichtige Cofaktoren für PLDs des β-, γ- und ζ-Typs,
bei deren Abwesenheit keine Enzymaktivität nachweisbar ist [1, 61, 69, 70]. Bei opti-
malen Ca2+-Konzentrationen ist PLDα unabhängig von Polyphosphoinositiden, wird
jedoch durch diese Lipide bei Ca2+-Konzentrationen im mikromolaren Bereich in vitro
stimuliert [1, 61]. Als wichtigstes Polyphosphoinositid gilt Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) (Abb. 2.5) dessen Bindestelle bei PLDα innerhalb der auch Ca2+

bindenden C2-Domäne nachgewiesen wurde [5].
Einen negativen Effekt auf die Enzymaktivität der PLD hat die direkte Bindung von
Lysophospholipiden [71]. Neben den erwähnten Lipiden führt ebenfalls die Interak-
tion mit N-Acetylethanolamin zur Minderung der Enzymaktivität [72].

2.1.2.3 Regulation durch Proteine

Während sich eine Vielzahl von Publikationen mit der Interaktion von PLD aus Säu-
getieren mit Proteinen beschäftigen [73, 74], sind die Informationen über pflanzliche
PLDs auf diesem Gebiet begrenzt.
Dennoch wird ein regulatorischer Einfluss bestimmter Proteine vermutet, da die Bin-
dung pflanzlicher PLDα sowohl aus Nicotiana tabacum als auch aus A. thaliana an die
inaktive GDP-Form der α-Untereinheit von G-Protein die Enzymaktivität in vitro un-
terdrückte. Die Zugabe von GTP führte zur Wiederherstellung der Enzymaktivität
[75, 76].
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2.1.2.4 Regulation durch Substratmorphologie

Kinetische Studien mit Liposomen oder gemischten Mizellen ergaben, dass es ober-
halb der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) zu einem starken Anstieg der
PLD-Aktivität kommt [77, 78, 79]. Zum anderen zeigen Untersuchungen, dass die Än-
derung der Membranmorphologie durch Bildung von Mikrodomänen [80, 81] mit ei-
ner Steigerung der Enzymaktivität von PLDα aus B. oleracea sowie PLDβ und -γ aus
A. thaliana verbunden ist [25, 82].

2.1.3 Strukturmerkmale der PLD

Die PLD-Superfamilie umfasst Enzyme mit PLD-Aktivität, deren gemeinsames Merk-
mal das Vorhandensein zweier hoch konservierter Bereiche innerhalb der Primär-
struktur ist (Abb. 2.3). Diese sogenannten HKD-Motive bestehen aus der spezifischen
Sequenz: HxKxxxxDxxxxxxG(G/S) [83].

200

I II IVIII

N C

N C

N C

menschliche PLD

pflanzliche PLD

bakterielle PLD

I II IVIII

II IV

aa

C2 Domäne PX Domäne PH Domäne PIP2 Bindestelle

konservierte Regionen I und III konservierte Regionen II und IV mit HKD Motiven

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung der Primärstrukturen unterschiedlicher PLDs. Verän-
dert nach [14].

Beide Motive, die als homologe Region II und IV definiert sind, bilden das aktive
Zentrum der PLD [84, 85, 86, 87] und sind essentiell für deren Aktivität [88]; eine de-
taillierte Übersicht der Primärstruktur bietet Abb. A.2 im Anhang durch ein aligment
der Aminosäuresequenzen von PLDα und PLDγ.
Zusätzlich zu den HKD-Motiven weisen PLDs aus Pflanzen, Hefen und Säugern zwei
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weitere konservierte Bereiche (definiert als homologe Regionen I und III) auf, deren
Funktion jedoch unklar ist [89]. PLDs aus Streptomyces besitzen nur die homologen
Regionen II und IV sowie Teile der Region I. Regulatorische Bereiche, wie bspw. die
N-terminal liegende C2-Domäne pflanzlicher PLDs oder die Phosphatidylinositol-
phosphate bindenden Phox- (PX) und Pleckstrin-Domänen (PH) von Säuger PLDs,
sind bei den extrazellulär vorkommenden bakteriellen PLDs nicht vorhanden. Eine
Gemeinsamkeit von PLDs aus Pflanzen [88] und Säugetieren [90, 91] besteht in der
absoluten Notwendigkeit eines intakten C-Terminus zur Aktivität, während der C-
Terminus von PLD aus Streptomyces septatus TH-2 neben Hydrolyse und Transphos-
phatidylierung zusätzlich Einfluss auf die Substratspezifität nimmt [92, 93, 94].

N

C

Asp455 Asp177

Lys450 His448Gly462 His170 Gly184 Lys172

Abbildung 2.4: Raumstruktur von PLD aus Streptomyces sp. PMF. Die Aminosäuren der konser-
vierten und das aktive Zentrum bildenden HKD-Motive sind farblich hervorgehoben und beschriftet.
Die Struktur (PDB-Nummer: 1F0I) entstammt der Publikation von Leiros et al. [86] und wurde mit
dem Programm PyMOL bearbeitet.

Bakterielle PLDs werden hauptsächlich aus Streptomyces-Arten gewonnen, wobei Kris-
tallstrukturen für PLD aus Streptomyces sp. PMF [86] und Streptomyces antibioticus [95]
publiziert sind. Beide als Monomere vorliegenden Enzyme bestehen aus zwei Domä-
nen mit ähnlicher Topologie, die eine α-β-α-β-α-sandwich-Struktur bilden. Neben den
18 α-Helices bilden neun und acht β-Stränge zwei β-Faltblätter. Die das aktive Zen-
trum bildenden HKD-Motive liegen an der Grenze beider Domänen. Abbildung 2.4
veranschaulicht dies am Beispiel der Kristallstruktur von Streptomyces sp. PMF. Rück-
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schlüsse von der Raumstruktur bakterieller PLDs auf die Strukturen von PLDs aus
Pflanzen oder Säugern sind durch die Größenunterschiede und das Vorhandensein
unterschiedlicher regulatorischer Bereiche an den Enzymen nur eingeschränkt mög-
lich. Dennoch wird, durch die bei allen PLDs vorhandenen hochkonservierten HKD-
Motive von einem vergleichbaren aktiven Zentrum ausgegangen [14].
Die auf Röntgenkleinwinkelstreuung (SAXS) und CD-Spektroskopie beruhenden Da-
ten zur Struktur von PLD2 aus Weißkohl zeigen eine längliche, fassförmige Struktur
mit basal und apikal vorhandenen lockeren Bereichen und ausgeprägten β-struktu-
rellen Elementen [66].

2.1.4 PLD aus B. oleracea var. capitata

Die im Rohextrakt von Weiß- und Wirsingkohl vorkommende PLD wird seit fast
50 Jahren zur biotechnologischen Synthese von Phospholipiden genutzt [96]. Die in
Weißkohl identifizierten Isoenzyme PLD1 und PLD2 konnten dem α-Typ zugeord-
net werden und wurden in vorangegangenen Arbeiten sequenziert sowie deren Gene
in E. coli exprimiert [5]. Die in dieser Arbeit untersuchte PLD2 (im folgenden PLDα)
besteht aus 812 Aminosäuren und besitzt eine molekulare Masse von 92,1 kDa. Im
isolierten Enzym ist der N-Terminus acetyliert [64], während es bei heterologer Ex-
pression in E. coli zur Abspaltung des N-terminalen Methionins kommt. PLDα be-
nötigt unter in vitro Bedingungen Ca2+-Konzentrationen zwischen 10-100 mM und
einen sauren pH-Wert zum Erreichen des Aktivitätsoptimums [66]. Da sich 15 Trypto-
phan-, 30 Tyrosin- und 34 Phenylalaninreste gleichmäßig über das Enzym verteilen,
ist es für Untersuchungen mittels Fluoreszenz- und Fern-UV-CD-Spektroskopie be-
sonders geeignet. Die mittels Nah-UV-CD-Spektroskopie untersuchte Ca2+-Interaktion
ergab Bindungskurven, die hohe Übereinstimmungen mit dem Aktivitätsverlauf von
PLDα zeigen [66]. Des Weiteren weisen die ermittelten Dissoziationskonstanten (KD)
auf das Vorhandensein von zwei unterschiedlichen Ca2+-Bindestellen am Molekül
hin. Das erste Bindungsereignis mit einem KD von 0,12 mM wurde als Ca2+-Bindung
an die C2-Domäne interpretiert, während das zweite Ereignis mit einem KD von
10,2 mM als Bindung an die katalytischen Domänen des Enzyms diskutiert wurde.
Untersuchungen belegten die Steigerung der PLDα-Aktivität durch Natriumdode-
cylsulfat (SDS) (Abb. 2.8 A) und diskutieren das mögliche Vorhandensein von zwei
Substratbindestellen am Enzym [97, 98]. Die stark schwankenden Unterschiede der
Enzymaktivität gegenüber large unilamellar vesicles (LUV) und multilamellar vesicles
(MLV) verdeutlichen den Einfluss der Substratmorphologie auf PLDα [97].
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2.2 Phospholipide

2.2.1 Natürliche Phospholipide

Basierend auf ihren unterschiedlichen Funktionen besitzt jede Zellmembran eine un-
terschiedliche Zusammensetzung. Neben Cholesterol und Glykolipiden besteht die
Membran zum größten Teil aus Phospholipiden mit unterschiedlichen Kopfgruppen
und Alkylketten, wobei die Hauptkomponenten nicht-plastidärer Membranen
(Abb. 2.5) das zwitterionische Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanol-
amin (PE) sind [99, 100, 101].
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Abbildung 2.5: Struktur pflanzlicher Phospholipide der Plasmamembran und deren jeweilige
Ladungen unter physiologischen Bedingungen. Die Länge und Sättigungsgrad der mit R1 und
R2 gekennzeichneten Alkylgruppen ist u.a. abhängig von der Kopfgruppe und der Position innerhalb
der Zelle. Verändert nach [102].

Zusätzlich befinden sich zu einem geringeren Teil negativ geladene Lipide in der
Membran, aus deren Anwesenheit ein negatives elektrisches Potential über der Mem-
bran resultiert. Dies führt zur Bindung von im Zytosol frei beweglichen Gegenionen
und damit zur Reduzierung der negativen Ladungsdichte an der Membran. Die Kon-
zentration der Gegenionen ist dadurch an der Oberfläche der Membran um den Fak-
tor 10 größer, und der pH-Wert um eine pH-Einheit niedriger als im Zytosol [102, 103].
Die Gegenwart von mono- oder divalenten Kationen hat großen Einfluss auf die Ver-
teilung der Lipide innerhalb der Membran sowie auf die Funktion von mit der Mem-
bran interagierenden Proteinen [102]. So wurden die Ca2+- und Mg2+-abhängige Bil-
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dung von Clustern und Domänen sowie das Entmischen von Membranlipiden für
Phosphatidylserin (PS) [104, 105], Phosphatidsäure (PA) [105, 106] und Phosphatidyl-
inositol (PI) [107, 108, 109] beschrieben. Dass die Lipid-Kation-Interaktion nicht nur
von der Ladung der Kationen abhängig ist, zeigt die Tatsache, dass bspw. PA und PIP2

bevorzugt Ca2+ im Vergleich zu Mg2+ binden [110, 111, 112, 113]. Weitere Unterschie-
de zeigen sich beim Einfluss von Kationen auf die Domänenstruktur von Phospholi-
piden (Abb. 2.6).

Na+ - Konzentration

 Ca2+ - Konzentration

Abbildung 2.6: Domänenstruktur von als Monolayer vorliegender PA in Abhängigkeit von der
Na+- bzw. Ca2+-Konzentration. Steigende Na+-Konzentrationen führten zu mehr verzweigten Kon-
turen, während steigende Konzentrationen von Ca2+ zu zirkulären Formen führten. Verändert nach
[114].

So konnte mittels Monoschichtexperimenten nachgewiesen werden, dass steigende
Na+-Konzentrationen zu verzweigten PA-Strukturen führten. Die Erhöhung der Ca2+-
Konzentration machte diesen Effekt wieder rückgängig [114]. Bestätigt werden die-
se Ergebnisse durch die Tatsache, dass Ca2+ einen stark kondensierenden Effekt auf
geladene Monoschichten hat, wohingegen die Anwesenheit von Na+ zu einer leich-
ten Flächenzunahme in Gegenwart von PIP2 und PA führt. Diese Lipidexpansion
beruht auf der durch die monovalenten Kationen erfolgten Deprotonierung negativ
geladener Lipide und der daraus folgenden größeren Abstoßung der Kopfgruppen
[114, 115, 116].
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2.2.2 Bolalipide

Bolalipide sind bipolare Amphiphile, deren zwei hydrophile Kopfgruppen durch ein
oder zwei lipophile Alkylketten miteinander verbunden sind. Die ursprünglich in Ar-
chaeen vorkommenden Lipide durchspannen vor allem in Methanogenen und Ther-
moacidophilen Teile der gesamten Zellmembran und erfüllen somit membranstabi-
lisierende Aufgaben [117, 118]. In beiden Archaeenklassen wurden als Hauptlipide
Diphytanylglyceroldiether (Archaeol) und dessen Dimere, die sog. Di-(biphytanyl)-
diglyceroltetraether (Caldarchaeol) (Abb. 2.7 A und B) identifiziert [119, 120].
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Abbildung 2.7: Struktur von natürlichen und artifiziellen Bolalipiden. A: Archaeol, B: Caldarchae-
ol, C: Synthetisches Bolalipid. R = H, Zuckerreste, Phosphatreste; R´ = H, Polyolreste.

In Anlehnung an die natürlich vorkommenden Bolalipide wurden unter Beibehaltung
der wichtigsten natürlichen Eigenschaften, durch zahlreiche Arbeitsgruppen verein-
fachte Bolalipide (Abb. 2.7 C) synthetisiert und physiko-chemisch charakterisiert [121,
122, 123]. Die gewonnenen Resultate werden zur Entwicklung von chemisch und
mechanisch stabilen Membranstrukturen genutzt, um diese bspw. bei der Anwen-
dung von wirkstofftragenden Vesikeln zum Einsatz bringen zu können [124, 125, 126,
127].
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2.2.3 Detergenzien zur Solubilisierung von Phospholipiden

Der Begriff Mizelle (von lat. mica=Krümchen) wurde zuerst 1913 von McBain bei der
Beschreibung von Aggregaten aus Seifen und Detergenzien verwendet [128]. Hierbei
handelt es sich um amphiphile Aggregate bzw. grenzflächenaktive Substanzen, die
sich oberhalb der CMC in wässriger Lösung spontan zusammenlagern. Ähnlich wie
bei Phospholipiden ist der hydrophobe Teil dieser Amphiphilen dem Wasser ab- und
der hydrophile Teil dem Wasser zugewandt. Die umfangreichen Anwendungsmög-
lichkeiten mizellärer Systeme finden sich im wissenschaftlichen und technischen Be-
reich wieder. So wird bspw. das nichtionische Lösungsmittel Triton X-100 (Polyethy-
lenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenyl]ether) (Abb. 2.8 C) zur Solubilisierung
von Lipiden und Membranproteinen [129], DNA-Extraktion [130, 131] und, gemischt
mit Phospholipiden, zum Studium von Enzymen des Phospholipidmetabolismus ge-
nutzt.
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Abbildung 2.8: Struktur verschiedener Detergenzien. A: SDS, B: SDP2S, C: Triton X-100, die
durchschnittliche Zahl der hydrophilen Ethylenglycole (n) beträgt 9,5.

Die durch Triton X-100 ermöglichte Mizellisierung erlaubte Aktivitätsstudien mit
Phosphatidylcholin (PC) [132], Phosphatidylethanolamin (PE) [133], Phosphatidyl-
inositol (PI) [134], Phosphatidsäure [135], Phosphatidylserin (PS) [136], Cytidindi-
phosphat-(CDP)-diacylglycerol [137], Diacylglycerol [138], Palmitinsäure [133] und
Sphingolipiden [139]. Die Form der Aggregate (Abb. 2.9) und die Anzahl der in ihr
befindlichen Moleküle (Aggregationszahl) ist abhängig von der Detergenskonzentra-
tion, der Länge der hydrophoben Ketten [140], der Temperatur und der Anwesenheit
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von Elektrolyten [141, 142]. Mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) [143], Rönt-
genkleinwinkelstreuung (SAXS) [144], Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS) [145],
NMR [143] und Viskosimetrie [146] wurde die Struktur von Triton X-100-Mizellen,
in Abwesenheit von Metallionen, als oblat-ellipsoid bzw. diskusförmig beschrieben.
Während die Größe der Mizelle konzentrationsabhängig war, entsprach des Verhält-
nis von längerer zu kleinerer Achse der ellipsoiden Mizellen jeweils dem Faktor ≈ 2
[147, 148].
Die Mizellgröße ließ sich ebenfalls durch Zugabe monovalenter Kationen ändern.
Steigende Konzentrationen von LiCl, NaCl und CsCl führten zu einer Zunahme des
hydrodynamischen Radius, wobei der Effekt abhängig von der Hydratisierung des
Kationen war [149]. Die Größenzunahme der Triton X-100-Mizellen wird durch die
durch Anwesenheit von Kationen erfolgte Auflösung des über Wasserstoffbrücken
gebundenen Wassers innerhalb der Polyethylenglycolschicht erklärt, welche die äu-
ßeren Hülle der Mizelle bildet. Dies führt wiederum zur Einlagerung von an Kationen
gebundenen Wassers in die Polyethylenglycolschicht und damit zum Anstieg des mi-
zellären Radius.

A B

C

D

Abbildung 2.9: Die häufigsten Formen von Detergenzaggregaten. A: sphärisch, B: globulär, C: zy-
lindrisch, D: doppelschichtiges Vesikel. Verändert nach [140].

Als weitere mögliche Ursache für den Anstieg des Radius wird die Zunahme der Ag-
gregationszahl diskutiert [150].
Die metallionenunabhängige Größenzunahme von Triton X-100 Mizellen beschrieben
die Autoren Dharaiya und Bahadur [151]. Während 1-Naphthol, p-Kresol und Phenol
den hydrodynamischen Radius auf das bis zu 5-fache des Ausgangswertes von 5,3 nm
vergrößerten, zeigte das hydrophilere Brenzcatechin, Hydrochinon und Resorcin kei-
nen Effekt auf die Mizellen. Die Ergebnisse werden durch die verstärkte Interaktion
der hydrophoben Phenole mit den Polyoxyethylenketten der Triton X-100-Mizellen
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erklärt. Die so gesteigerte Hydrophobizität der Mizelle führt zu einer Absenkung der
CMC und somit zum Anstieg der Aggregationszahl. Dies resultiert in der vermehrten
Einlagerung von Triton X-100-Molekülen in die Mizellen und damit zu einem Anstieg
des Radius. Die Größenzunahme konnte durch Senkung des pH-Wertes bzw. Anhe-
bung der Temperatur noch weiter verstärkt werden [151].
NMR Studien mit gemischten Mizellen aus Triton X-100 und dem anionischen Natri-
umdodecyldioxyethylensulfat (SDP2S) (Abb. 2.8 B) ergaben bei einer äquimolar kon-
stanten Tensidkonzentrationen von 12 mM sphärische Partikel mit einem hydrodyna-
mischen Radius von 3,6 nm [152]. Ähnlich wie bei Mizellen aus reinem Triton X-100
führte die Anwesenheit von Metallionen zu einem Anstieg des hydrodynamischen
Radius der gemischten Mizellen, wobei sich dieser mit zunehmender SDP2S-Kon-
zentration noch weiter steigern ließ. So führten in Anwesenheit von 12 mM AlCl3
steigende Mengen SDP2S zur Steigerung des hydrodynamischen Radius von 4,2 auf
9,8 nm [152], was als mögliches Indiz für einen Übergang von einer sphärischen zu
einer zylindrischen Mizellform diskutiert wurde [153, 154, 155].

n - n0

n0/2 n0/2

Abbildung 2.10: Schematische Darstellung einer aus SDP2S bestehen zylindrischen Mizelle.
n ist die Summe der Detergensmoleküle, n0 kennzeichnet die Moleküle der abgerundeten En-
den. Die hydrophile Kopfgruppe von SDP2S besteht aus zwei Ethylenglycol und einer SO−

4 -Gruppe
(Abb. 2.8 B). Verändert nach [155].

Untersuchungen von Alargova et al. [155] an SDP2S-Mizellen zeigten, dass in Ge-
genwart von Ca2+ steigende SDP2S-Konzentrationen zum Anstieg des hydrodyna-
mischen Radius und zur Bildung von zylindrischen Aggregaten führten (Abb. 2.10).
Um den Übergang von einer sphärischen zu einer zylindrischen Mizellform zu in-
duzieren bedurfte es einer 3-5-fach höheren Ca2+-Konzentration als nötig wäre, um
die Oberflächenladung der Mizellen zu neutralisieren. Erklärt wird die Formände-
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rung durch die Anlagerung von Ca2+ an das anionische Detergens, infolgedessen die
Oberflächenladung der Mizelle reduziert wird. Durch die damit verbundene geringe-
re Oberflächenladungsdichte und geringere elektrische Energie pro Monomer ergibt
sich für die zylindrischen Aggregate im Vergleich zu sphärischen Mizellen ein ener-
getisch günstiger, und damit bevorzugter Zustand [155].

2.3 Ionen der Seltenen Erden als Ersatz für Ca2+

Ca2+-Ionen sind in allen eukaryotischen Organismen essentiell (Abschnitt 2.1.2.1). Im
pflanzlichen System sorgt der Transpirationssog für die Aufnahme von Ca2+ über die
Wurzeln, dessen Transport über das Xylem und die Verteilung im Apoplast [156].
Innerhalb des Apoplast bindet der größte Teil der aufgenommenen Ca2+-Ionen an
die negativ geladenen Carboxylgruppen von Galacturonsäure (Pektin) und Oxalaten
[157]. Ungebundenes Ca2+ verbleibt im Apoplast und kann bei Bedarf von den Zellen
aufgenommen werden [158]. Der Hauptspeicher zellulären Ca2+ ist, neben dem Endo-
plasmatischen Retikulum (ER), die Vakuole [159, 160]. In pflanzlichen Zellen führen
verschiedene Umweltreize zu räumlich und zeitlich begrenzten, aber auch periodisch
auftretenden (circadianer Rhythmus) Freisetzung von Ca2+ [161, 162, 163].
Der Großteil Ca2+-sensitiver Proteine besitzt als Metallbindestelle das klassische EF-
hand-Motiv [164], in welchem geladene Aminosäuren eine helix-loop-helix-Struktur aus-
bilden. So codiert bspw. das Genom des am besten untersuchten Pflanzenmodells
A. thaliana ca. 250 verschiedene EF-hand-Proteine [165].
Unabhängig vom EF-hand-Motiv benötigen Phospholipasen Ca2+ entweder als Co-
faktor [166] oder Aktivator [66], um ihre biologischen Funktionen erfüllen zu können.
Bedingt durch die elektronischen Übergänge und die Abwesenheit ungepaarter Elek-
tronen, eignen sich Ca2+-Ionen jedoch nicht zur Kernmagnetresonanz- bzw. fluores-
zenzspektrometrischen Untersuchung von Metallbindungsstellen an Proteinen.
Der effektive Ionenradius von Ca2+ liegt, je nach Koordinationszahl, zwischen 1,00
und 1,34 Å [11]. Die strukturelle Charakterisierung von Metallbindestellen zahlreicher
Proteine ergab für gebundene Ca2+ eine durchschnittliche Koordinationszahl von 6,
was einem effektiven Ionenradius von 1,00 Å entspricht. Die durchschnittliche Koor-
dinationszahl von an EF-hand-Motiven gebundenen Ca2+ betrug 7 und hatte demzu-
folge einen effektiven Ionenradius von 1,06 Å [167, 11].
Der effektive Ionenradius der paramagnetischen und teilweise lumineszenten Ionen
der Seltenen Erden (Ln3+) nimmt, beginnend beim La3+, mit steigender Kernladungs-
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zahl kontinuierlich ab. Dieser als Lanthanoidenkontraktion bezeichnete Effekt wurde
erstmals 1925 von Goldschmidt beschrieben [168]. So verringert sich bspw. der effek-
tive Ionenradius vom La3+ zum Lu3+ von 1,03 auf 0,86 Å für die Koordinationszahl 6
und von 1,16 auf 0,98 Å für die Koordinationszahl 8 [11]. Die durchschnittliche Koor-
dinationszahl von an EF-hand-Motiven bindenden Ln3+ ist 7,2 und ähnelt damit der
des Ca2+ [167].
Neben Ionenradius und Koordinationszahl besteht eine weitere wichtige Überein-
stimmung der Bindungseigenschaften von Ca2+ und Ln3+ in der bevorzugten Aus-
bildung von Atombindungen mit geladenem und ungeladenem Sauerstoff vor der
Bindung mit Stickstoff [169, 170].
Da in vielen Fällen die biologische Aktivität in Systemen, in denen Ca2+ durch Ln3+

ersetzt wurde erhalten blieb [171, 172, 173], eignen sich Ln3+ in besonderem Maße zur
Charakterisierung der Bindungsstellen Ca2+-bindender Proteine [174, 175].

2.3.1 Fluoreszenzeigenschaften von Tb3+

Aufgrund von unvollständig gefüllten 4f -Orbitalen besitzen zahlreiche Ln3+ spezifi-
sche Lumineszenzeigenschaften, wobei der Bereich der absorbierten elektromagneti-
sche Strahlung zwischen 200-900 nm liegt [176].
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Abbildung 2.11: Anregungs- und Emissionsspektrum von Tb3+. Während der Aufnahme der
Spektren war Tb3+ innerhalb eines Polymers komplexiert. Verändert nach [177].
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Die Emissionsspektren reichen hierbei vom UV- (Gd3+) zum sichtbaren (z.B. Eu3+ und
Tb3+) bis zum nahen Infrarotbereich (z.B. Ho3+ und Er3+) [178]. Allgemein kann diese
Lumineszenz zur Untersuchung biologischer in vitro-Systeme [170] sowie speziell zur
Strukturaufklärung von Proteinen genutzt werden [179, 180].
Aufgrund des relativ starken Emissionssignals und der Fähigkeit in wässriger Lösung
zu lumineszieren finden hierbei Tb3+ und Eu3+ besondere Verwendung [179, 180].
Tb3+-Ionen zeigen ein Absorptionsmaximum zwischen 250 und 400 nm (Abb. 2.11).
Die prominenteste der für die Ln3+ typisch schmalen Emissionsbanden hat ihr Maxi-
mum bei 545 nm [181, 182, 177]. Die Intensität der Emission ist dabei stark vom umge-
benden Lösungsmittel abhängig. In wässriger Umgebung lässt sich durch Entfernung
der Tb3+ umgebenden Hydroxylgruppen, z.B. bei der Interaktion mit Metallbindestel-
len von Proteinen, die Emission stark erhöhen [12, 183, 184].
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3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

Acrylamid ICN Biomedicals, Aurora, USA
Agar Applichem, Darmstadt
Agarose Eurogentec, Groningen, NL
Ammoniumchlorid Roth, Karlsruhe
Ampicillin, Natriumsalz Serva, Heidelberg
Amplex Red-Reagenz Invitrogen, Carlsbad, USA
Bis(2-hydroxyethyl)amino- Applichem, Darmstadt
tris(hydroxymethyl)methan (BisTris)

Calciumacetat-Hydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Calciumchlorid-Dihydrat Applichem, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Diethylentriaminpentaessigsäure (DTPA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Dinatriumhydrogenphosphat Applichem, Darmstadt
Eisen-(III)-chlorid-Hexahydrat Merck, Darmstadt
Essigsäure, 96 % Roth, Karlsruhe
Ethanol, 96 % Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Applichem, Darmstadt
Glycerin Applichem, Darmstadt
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Applichem, Darmstadt
Kanamycinsulfat Serva, Heidelberg
Kaliumdihydrogenphosphat Roth, Karlsruhe
Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe
Magnesiumsulfat Roth, Karlsruhe
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Mono QTM Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Natriumacetat Applichem, Darmstadt
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumdodecylsulfat (SDS) Applichem, Darmstadt
2-(N-Morpholino)ethansäure (MES) Applichem, Darmstadt
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsäure (MOPS) Applichem, Darmstadt
Piperazin-1,4bis(2-ethansulfonsäure) (Pipes) Applichem, Darmstadt
p - Nitrophenol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Resorcylsäure (2,6-Dihydroxybenzoesäure) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
SourceTM Q15S GE Healthcare, Chalfont-

St Giles, GB
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Applichem, Darmstadt
Trichloressigsäure (TCA) Roth, Karlsruhe
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Serva, Heidelberg
Trypton Difco, Detroit, USA

Alle verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad pro analysis. Es wurde
nur deionisiertes Wasser verwendet.

3.1.2 Lipide

PC aus Soja Avanti Polar Lipids,
Alabaster, USA

PIP2 aus Rinderhirn Avanti Polar Lipids,
Alabaster, USA

PpNP in unserem Labor synthetisiert

3.1.3 Proteine

Alkalische Phosphatase (Pandalus borealis) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
BSA Roth, Karlsruhe
Cholinoxidase (Alcaligenes sp.) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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Lysozym (Hühnerei) Serva, Heidelberg
Peroxidase (Meerrettich) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Pfu-DNA-Polymerase Thermo Fisher Scientific,

Rockford, USA
Phospholipase D (Streptomyces sp.) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Restriktionsendonuklease Bam HI New England Biolabs,

Ipswich, USA
Restriktionsendonuklease Eco RI New England Biolabs,

Ipswich, USA
T4-DNA-Ligase Thermo Fisher Scientific,

Rockford, USA

3.1.4 Kits

ChampionTM pET SUMO Expression System Invitrogen, Karlsruhe
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific,

Rockford, USA
Micro BCA Protein Assay Reagent Kit Thermo Fisher Scientific,

Rockford, USA
peqGOLD Kit peqlab Biotechnologie GmbH,

Erlangen

3.1.5 Plasmide

pRSET5a-pld2 AmpR, Dr. I. Schäffner [5]
pUBS520 KanR, Dr. I. Schäffner [5]
pET-SUMO-PLDγ KanR, Ergebnis dieser Arbeit
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3.1.6 Bakterienstämme

E. coli BL21(DE3) (Merck, Darmstadt) F− ompT hsdSB (r−Bm−
B) gal dcm

(DE3)
E. coli SoluBL21TM (Genlantis, San Diego, USA) F− ompT hsdSB (r−Bm−

B) gal dcm
(DE3)

E. coli XL1-Blue (Stratagene, Heidelberg) recA1 endA1 gyrA96 thi-1
hsdR17 supE44 relA1 lac
[F− proAB laclqZ∆M15
Tn10 (Tetr)]

3.1.7 Kulturmedien

LB - Agar 1 % NaCl, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 2 % Agar
LB - Medium 1 % NaCl, 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt
M9 - Medium 0,1 % NH4Cl, 0,3 % KH2PO4, 0,6 % Na2HPO4, 0,5 % NaCl,

0,4 % Glukose,1mM MgSO4, pH 7,4
SOC - Medium 0,05 % NaCl, 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM

MgSO4, 10 mM MgCl2, 0,8 % Glukose

Alle Prozentangaben sind (falls nicht anders vermerkt) in (w/v). Nach Herstellung
und anschließender Dampfdrucksterilisation von Medium bzw. Agar, wurden diese
kurz vor ihrer Verwendung mit den entsprechenden Antibiotika versetzt (Endkon-
zentrationen: Ampicillin 100 µg/ml bzw. Kanamycin 50 µg/ml).

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation der ursprünglich aus Weißkohl (B. oleracea var. capitata) stammen-
den PLDγ-DNA (Genbank Bezeichnung: EU591736; freundlicherweise zur Verfügung
gestellt von Prof. Dr. Olga Valentova, Institut für Chemische Technologie, Prag, Tsche-
chien) erfolgte mittels PCR in einem TGradient Thermoblock (Biometra, Göttingen).
Der 100 µl Reaktionsansatz enthielt Reaktionspuffer, 2 mM dNTP-Mix (Hybaid AGS,
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Göttingen), parentale DNA, 1 U Pfu-DNA-Polymerase sowie 25 pmol der unten auf-
geführten Oligonukleotide.

Gamma fw-Primer: 5´-GCG CAT CAT CCA ATT TAC AC-3´
Gamma rv-Primer: 5´-CTA TCA GAT GGT GAG GTT TTC TTG-3´

Die Amplifizierung erfolgte nach einem initialen Denaturierungsschritt (1 min 95○C)
in 30 Zyklen (Tab. 3.1 ).

Tabelle 3.1: Thermozyklerprogramm der PCR.

Programmschritt Anzahl der Zyklen Temperatur (○C) Zeit (min)

1 1 95 1:00

2 30 95 0:30
62 1:00
72 4:00

3.2.2 Größe und Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Größenbestimmung der DNA-Fragmente erfolgte mittels Molekulargewichtsmar-
ker (1 kb DNA Ladder, Invitrogen, Karlsruhe) im Agarosegel (Abschnitt 3.2.3). Die
DNA-Konzentration wurde photometrisch bei 260 nm (A260=1 entspricht ca. 50 µg
ml−1 doppelsträngiger DNA) unter Verwendung eines Jasco V-600 Spektrophotome-
ter (Jasco Inc., Easton, USA) bestimmt.

3.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung der DNA erfolgte in 1 %igen (w/v) Agarosegelen bei 100 V in TAE-
Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 2 mM EDTA) in einer horizontalen EASY-
CASTTM-Gelelektrophoreseapparatur (OWL Separation Systems, Portsmouth, USA).
Nach erfolgter Elektrophorese wurde das Gel für 20 min in einer Ethidiumbromid-
lösung (1 µg ml−1 in H2O) inkubiert. Die gefärbten DNA-Banden ließen sich unter
UV-Licht (302 nm) im Transilluminator identifizieren.
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3.2.4 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen dienten zur Spaltung des pET-SUMO-Vektors (Invitrogen,
Karlsruhe) und von PLDγ-DNA-Fragmenten. Der Verdau mit den Enzymen Eco RI
und Bam HI erfolgte nach Angaben des Herstellers in den mitgelieferten Puffern. An-
schließend erfolgte die Inaktivierung der Restriktionsenzyme durch 5 min Inkubation
bei 80○C.

3.2.5 Ligation des PLDγ-DNA-Fragments in den pET-SUMO-Vektor

Nach dem Verdau des pET-SUMO-Vektors mit den Restriktionsenzymen Eco RI und
Bam HI wurde das 5´-Ende der Plasmid-DNA unter Verwendung von Alkalischer
Phosphatase aus Pandalus borealis (1U) bei 37○C für 1 h dephosphoryliert. Zur Inakti-
vierung der Phosphatase wurde der Ansatz anschließend für 3 min auf 60○C erhitzt.
Vor der Ligation wurden sowohl der pET-SUMO-Vektor als auch PLDγ-DNA-Frag-
mente mit dem peqGOLD Kit (peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) nach den An-
gaben des Herstellers gereinigt. Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte durch In-
kubation beider DNA-Stücke für 1 h bei 25○C in Gegenwart von T4-DNA-Ligase (1U).
Fragment und Plasmid wurden in einem Stoffmengenverhältnis von 4:1 eingesetzt.
Anschließend wurden 5 µl des Ligationsansatzes mittels Hitzeschock (Abschnitt 3.2.8)
in den E. coli-Stamm XL1-Blue transformiert.

3.2.6 Plasmidpräperation und Sequenzierung

Einzelkolonien von transformierten E. coli-Zellen wurden in 5 ml LB-Medium über
Nacht angezogen. Anschließend wurden 2 ml der Übernachtkultur sedimentiert. Die
weitere Aufreinigung der Plasmid-DNA aus Bakterien erfolgte mit dem GeneJET Plas-
mid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA) nach den Angaben des
Herstellers.
Zur Überprüfung des hergestellten Konstruktes wurden die Plasmide anschließend
mit den folgenden Oligonukleotiden sequenziert (als Service: SeqLab GmbH, Göttin-
gen):

Gamma intern-Primer: 5´-GGT TTA CCATCC GGT TAG-3´
SUMO intern-Primer: 5´-TGA AGA TTT GGA CAT GGA GG-3´
T7 Promotor-Primer: 5´-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3´
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T7 Terminator-Primer: 5´-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3´

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit dem Programm BioEdit Sequence Alig-
ment Editor.

3.2.7 Herstellung chemokompetenter E. coli-Zellen

125 ml SOB-Medium wurden nach Zugabe von 1,25 ml sterilem MgCl2 (1M) und
1,25 ml MgSO4 (1M) mit einer Einzelkolonie einer LB-Platte inokuliert und bei 37○C
bis zu einer OD600 von 0,5 angezogen. Anschließend wurde die Kultur für 20 min
auf Eis inkubiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten auf Eis, oder bei 4○C in der
Zentrifuge. Die Kultur wurde in einer Hettich Zentrifuge Rotofix 32 (Andreas Hettich
GmbH, Tuttlingen) zentrifugiert (1000 x g, 15 min). Danach wurden das Zellpellet in
sterilem TFB-Puffer (10 mM PIPES pH 6,7, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 50 mM MnCl2)
resuspendiert (16 ml pro 50 ml Ausgangsmedium) und nach weiteren 10 min auf Eis
erneut zentrifugiert (1000 x g, 10 min). Dieser Arbeitsschritt wurde wiederholt, wobei
das Volumen auf 4 ml TFB-Puffer pro 50 ml Ausgangsmedium reduziert wurde. Zur
resuspendierten Zelllösung wurden anschließend 0,3 ml DMSO gegeben und weitere
10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in Aliquots a 100 µl
aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung
bei -80○C gelagert.

3.2.8 Transformation von E. coli-Zellen durch Hitzeschock

Ein Aliquot chemokompetenter E. coli-Zellen wurde auf Eis aufgetaut und anschlie-
ßend mit 1 µl Plasmid-DNA (30 ng µl−1) gemischt. Nach 20 min Inkubation auf Eis
wurde die Suspension für 45 s auf 42○C erhitzt und abermals für 5 min auf Eis in-
kubiert. Anschließend kam es zur Zugabe von 200µl 37○C warmen SOC-Mediums.
Nach einer Inkubation von 1 h bei 37○C und 400 rpm erfolgte das Ausplattieren der
Bakteriensuspension auf LB-Kan- oder LB-Amp-Agarplatten, um auf transformierte
E. coli-Zellen zu selektieren. Die Platten wurden über Nacht bei 37○C inkubiert.
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3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Expression des PLDα-Gens und Reinigung löslicher PLDα

3.3.1.1 Expression

Die Herstellung löslicher PLDα orientierte sich an dem von Schäffner etablierten Pro-
tokoll [185]. Die Expression erfolgte im E. coli-Stamm BL21 (DE3), welcher die Plasmi-
de pRSET5a-pld2 und pUBS520 enthielt.
Hierzu wurden 500 ml LB-Medium (100 µg/ml Amp und 50 µg/ml Kan) mit Bak-
terienzellen einer Glycerinkultur angeimpft und bei 15○C mit 130 rpm für 3 Tage ge-
schüttelt, bis eine OD600 von ca. 8 erreicht wurde. Die durch Zentrifugation (6000 x g
für 20 min in Avanti J-25, JA-10 Rotor, Beckmann-Coulter, Fullerton, CA, USA) ge-
ernteten Zellen wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -20○C gelagert.

3.3.1.2 Zellaufschluss

Ein Zellpellet aus 500 ml Expressionsmedium wurde in 40 ml Aufschlusspuffer
(30 mM Pipes, pH 6,2, 10 mM EDTA) resuspendiert und nach Zugabe von Lysozym
(1mg/g Zellen) für 30 min rührend auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Zel-
len durch einen Hochdruck-Homogenisator (Gaulin Micron Lab40, APV, Lübeck) in
5 Passagen bei ca. 500 bar aufgeschlossen. Nach Entfernen der unlöslichen Bestandtei-
le durch Zentrifugation (48000 x g für 30 min in Avanti J-25 Zentrifuge, JA-25.50 Rotor,
Beckmann-Coulter, Fullerton, CA, USA) wurden die Überstände aliquotiert und bis
zur weiteren Verwendung bei -20○C gelagert.

3.3.1.3 Calcium-vermittelte hydrophobe Interaktionschromatographie

Bei der Calcium-vermittelten hydrophoben Interaktionschromatographie bindet PLDα

in Gegenwart von Ca2+ an Octyl-Sepharose. Das Entfernen der Ca2+-Ionen führt zur
Elution des Enzyms [78].
Der Rohextrakt wurde mittels 1 M CaCl2-Stammlösung auf eine Endkonzentration
von 50 mM CaCl2 eingestellt und anschließend für 10 min bei 6000 x g zentrifugiert.
Die Proteinlösung wurde mit einer ÄKTAprime-plus Anlage (General Electric, Fair-
field, CT, USA) bei einer Flussrate von 0,5 ml/min auf eine Octyl-Sepharose-Säule (20
ml Octyl-Sepharose Cl-4B, Säulendimension: 300 mm x 15 mm) aufgetragen. Die Säule
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wurde zuvor mit 30 mM Pipes, pH 6,2, 50 mM CaCl2 äquilibriert. Nach dem Waschen
der Säule mit demselben Puffer wurde die PLD mit 5 mM Pipes, pH 6,2, 0,1 mM EDTA
eluiert. Die Fraktionen wurden elektrophoretisch analysiert (Abschnitt 3.3.3) sowie
auf hydrolytische PLD-Aktivität untersucht (Abschnitt 3.3.7.1). PLD-haltige Fraktio-
nen wurden bei -20○C gelagert.

3.3.1.4 Anionenaustauschchromatographie

Nach Umpufferung in 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, wurde die Proteinlösung mit einer
Flussrate von 0,5 ml/min auf eine Source 15Q-Säule (XK 16/20, Betthöhe 30 mm,
Amersham Biosciences, Freiburg) aufgetragen. Hierzu wurde eine ÄKTA FPLC Anla-
ge (General Electric, Fairfield, CT, USA) genutzt. Die Elution der PLD erfolgte durch
einen steigenden NaCl-Gradienten (Laufmittel A: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5; Laufmit-
tel B: 20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 2 M NaCl). Die Fraktionen wurden wie in Abschnitt
3.3.1.3 beschrieben analysiert. Die entsprechenden Fraktionen wurden zweimal gegen
das hundertfache Volumen mit 10 mM Pipes, pH 7,0 dialysiert (Ausschlussgrenze: 20
kDA, Roth, Karlsruhe), zentrifugiert (30 min, 20000 x g) und anschließend bei -20○C
gelagert.

3.3.2 Expression des PLDγ-Gens und Reinigung löslicher PLDγ

3.3.2.1 Expression

Die Expression erfolgte im E. coli-Stamm SoluBL21. Als Kulturmedium wurde M9
Minimalmedium (50 µg/ml Kan) verwendet. 500 ml Medium wurden mit 10 ml einer
Übernachtkultur inokuliert und bei 37○C mit 130 rpm geschüttelt. Bei einer OD600 von
0,6 wurde die Genexpression mit 1 mM Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
induziert. Die Expression erfolgte für 5 Stunden bei 26○C und 130 rpm. Im Anschluss
wurden die Zellen durch Zentrifugation (6000 x g für 20 min in Avanti J-25, JA-10 Ro-
tor, Beckmann-Coulter, Fullerton, CA, USA) geerntet und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -20○C gelagert.
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3.3.2.2 Zellaufschluss

Das Zellpellet aus 500 ml Kulturmedium wurde in 40 ml Aufschlusspuffer (10 mM
Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl) resuspendiert und nach Zugabe von Lysozym
(1mg/g Zellen) für 30 min rührend auf Eis inkubiert. Anschließend wurde die Zellen
wie in Abschnitt 3.3.1.2 beschrieben mittels Hochdruck-Homogenisator aufgeschlos-
sen, zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20○C gelagert.

3.3.2.3 Immobilisierte Metallchelat-Affinitätschomatographie

Der Rohextrakt wurde mit 1 ml/min auf eine äquilibrierte (10 mM Tris/HCl pH 8,0,
150 mM NaCl) Ni-NTA-Affinitätssäule (HisTrap HP 5 ml General Electric, Fairfield,
CT, USA) aufgetragen. Die Elution wurde mit einem Gradienten von 0 bis 100 % Imi-
dazol (10 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 500 mM Imidazol) durchgeführt. Das
eluierte Protein wurde elektrophoretisch analysiert (Abschnitt 3.3.3) sowie auf PLDγ-
Hydrolyseaktivität untersucht (Abschnitt 3.3.7.2).

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophorese wurde nach Laemmli [186] mittels 0,75 mm dicken, 10% SDS-
Polyacrylamidgelen durchgeführt. Zur Auftrennung der Proteine wurde eine Mighty-
Small II Electrophoresis Unit (Hoefer, San Fransisco, CA, USA) verwendet. Die Pro-
teinbanden wurden anschließend durch Silber- [187] oder Coomassie-Brilliant-Blau-
Färbung (Färbelösung: 0,5 g Coomassie-Brilliant-Blau G250, 42,5% (v/v) Ethanol, 5%
(v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsäure; Entfärbelösung: 7% (v/v) Essigsäure, 20%
Ethanol) detektiert.

3.3.4 Western-blot-Technik

N-terminal mit einem His6-Tag fusionierte PLDγ wurde mittels Western-blot-Technik
nachgewiesen. Nach erfolgter Gelelektrophorese (Abschnitt 3.3.3) wurden die Gele in
Transferpuffer (25 mM Tris/HCl, 190 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol) äquilibriert
und unter Verwendung einer TE 77 PWR Apparatur (General Electric, Fairfield, CT,
USA) nach der semi-dry-Methode bei 1,2 mA cm2 für 1 h auf HybondTM-ECLTM Ni-
trozellulosemembran (General Electric, Fairfield, CT, USA) transferiert. Die Detektion
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der gebundenen Antikörper erfolgte über die gekoppelte Peroxidase unter Verwen-
dung des ECL Plus Western Blotting Detection System (General Electric, Fairfield, CT,
USA) nach Angaben des Herstellers (HyperFilm-ECL von General Electric, Fairfield,
CT, USA).

3.3.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

3.3.5.1 Bicininsäure-Assay (BCA-Assay)

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Micro BCA Protein Assay Re-
agent Kit (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) nach Angaben des Herstellers
verwendet. Als Referenzprotein diente BSA in einem Konzentrationsbereich von 0 -
40 µg/ml.

3.3.5.2 UV-Absorptionsmessung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration einer gereinigten PLDα-Proteinlösung
wurde ein Spektrum von 240 bis 340 nm in einer Quarzküvette (Schichtdicke 1 cm) am
Jasko V-600 Spektrophotometer (Jasco Inc., Easton, USA) aufgenommen und die Ex-
tinktion bei 280 nm bestimmt. Mit einem Extinktionskoeffizienten von
ε=12680 M−1 cm−1 (berechnet mit ProtParam Expasy, http://www.expasy.ch/tools/-
protparam.html) wurde mittels Lambert-Beerschem Gesetz die Proteinkonzentration
ermittelt.

3.3.6 Synthese von Phosphatidyl-p-nitrophenol

Das für die Aktivitätsbestimmung verwendete artifiziellen Substrat Phosphatidyl-p-
nitrophenol (PpNP), wurde nach dem Protokoll von D‘Arrigo et al. [188] syntheti-
siert.
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3.3.7 Bestimmung der PLD Aktivität

3.3.7.1 PpNP-Aktivitätstest

Zur Bestimmung der PLDα-Aktivität wurde ein diskontinuierlicher Test nach D‘Arrigo
[188] durchgeführt. Hierzu wurden bei 30○C 130 µl Reaktionspuffer in einer Mikroti-
terplatte vorgelegt (100 mM Natriumacetat, pH 5,6, 100 mM CaCl2) und 50 µl En-
zymlösung zugegeben. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20 µl Substratlösung
(10 mM PpNP, 80 mM Triton X-100, 10 mM SDS) gestartet. Das Abstoppen der Reakti-
on erfolgte durch Zugabe von 60 µl Stopplösung (1 M Tris/HCl, pH 8,0, 0,1 M EDTA).
Die Absorption wurde bei 405 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Synergy HT
von Biotek Instruments Inc., Winooski, USA) gemessen. Die Menge an gebildetem
p-Nitrophenol wurde mit Hilfe einer Kalibrierungskurve im Messbereich von 0 bis
500 µM ermittelt. Der Messzeitraum befand sich im linearen Bereich der Aktivitäts-
kurve.
Der PpNP-Aktivitätstest ist der in dieser Arbeit verwendete Standardaktivitätstest.
Falls nicht anders vermerkt, wurde er für alle Aktivitätsbestimmungen verwendet.
Die Auswertung der Daten erfolgte mittels modifizierter Hill-Gleichung:

A = Amax ⋅ L0
n

K0,5
n + L0

n (3.1)

in der A die Aktivität, Amax die maximale Aktivität, L0 die Konzentration des Metalli-
ons und n der Hill-Koeffizient sind.

Die Abhängigkeit der PLDα-Aktivität von der eingesetzten Ln3+-Konzentration als
anorganisches Komplement zeigte einen sigmoiden Charakter. Zur Auswertung der
Daten wurde daher zusätzlich ein Modell verwendet, dass eine Aktivierung des En-
zyms durch die Bindung von zwei Ln3+-Ionen zum Erreichen der enzymatischen
Aktivität in vorgelagerten Gleichgewichten im Sinne einer positiven Kooperativität
berücksichtigt. Grundlage des verwendeten mathematischen Modells bilden Studien
zur Substrataktivierung von Pyruvatdecarboxylasen (PDCs) [189, 190, 191, 192].
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v = k∗cat ⋅ [E − L2
0] =

k∗cat ⋅ [E0]
K1

a ⋅K2
a

[L0]2 +
K2

a
[L0] + 1

= k∗cat ⋅ [E0] ⋅ [L0]2

K1
a ⋅K2

a +K2
a ⋅ [L0] + [L0]2

(3.3)

In Ableitung 3.2 und der daraus resultierenden Gleichung 3.3 sind K1
a und K2

a die Ak-
tivierungskonstanten der Tb3+-anhängigen Enzymaktivierung, E0 die eingesetzte En-
zymkonzentration, E Enzym ohne gebundenes Tb3+, E − L0 Enzym mit einem gebun-
denen Tb3+, E− L2

0 Enzym mit zwei gebundenen Tb3+-Ionen, L0 die Konzentration der
Tb3+-Ionen, v ist die Reaktionsgeschwindigkeit und k∗cat die unter den gegebenen Re-
aktionsbedingungen wirksame Geschwindigkeitskonstante (da es sich um mizelläres
Substrat handelte, konnte nicht unter Bedingungen der Substratsättigung gearbeitet
werden).
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3.3.7.2 Amplex-Red Aktivitätstest

Das während der Hydrolyse durch PLD freigesetzte Cholin wurde mit Hilfe eines
Enzym-gekoppelten Nachweisverfahrens detektiert. Hierbei wird das freigesetzte
Cholin durch Cholinoxidase zu Betain und Wasserstoffperoxid (H2O2) oxidiert. In An-
wesenheit von Meerrettichperoxidase reagiert H2O2 mit Amplex-Red-Reagenz (10-
Acetyl-3,7-dihydrophenoxazin), wobei das fluoreszierende Resorufin gebildet wird.
Die Resorufinfluoreszenz wurde bei eine Anregungswellenlänge von 530 nm und
einer Emissionswellenlänge von 590 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Syn-
ergy HT von Biotek Instruments Inc., Winooski, USA) detektiert. Zur Aktivitätsbe-
stimmung diente der lineare Bereich einer Eichreihe (Cholinkonzentration von 0 -
400 µM).

3.4 Biophysikalische Methoden

3.4.1 Herstellung von Phospholipidvesikeln

Aus einer in Chloroform gelösten 50 mM PC enthaltenen Stammlösung wurde ent-
sprechende Mengen Lipid/Chloroformgemisch entnommen und in ein 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefäß pipettiert. Der nach Trocknung an der Luft entstandene Lipidfilm
wurde in 110 mM PIPES pH 7,0 aufgenommen. Anschließend wurde das Gemisch
mit Ultraschallpulsen von 5 s Länge und 5 s Pause für 3 min behandelt, bis eine klare
Lösung vorlag.
Sollten Phospholipidvesikeln hergestellt werden die eine Mischung aus PC und PIP2

enthielten, wurde im ersten Schritt das in Chloroform gelöste PIP2 aus einer 7,5 mM
Stocklösung mit adäquaten Mengen PC/Chloroformlösung gemischt und anschlie-
ßend an der Luft getrocknet. Die weiteren Abläufe erfolgten wie oben beschrieben.

3.4.2 Membranbindungs-Assay (FeRes-Assay)

Zur Quantifizierung der Interaktion von Kationen mit negativ geladenen PpNP und
anderen Komponenten des mizellären PLD-Substrats (Abschnitt 3.3.7.1) wurde ein
spektrophotometrischer Assay verwendet [15]. Hierzu wurden 40 µl Substrat (2,5 mM
PpNP, 2,5 mM SDS, 20 mM Triton X-100) zusammen mit dem 40 µl Reaktionspuffer
(200 mM MES, pH 5,6) in eine Mikrotiterplatte gegeben. Der Reaktionspuffer enthielt
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das entsprechende Kation (0-30 mM LnCl3 bzw. 0-300 mM CaCl2 oder MgCl2 ). Nach
Zugabe von 100 µl Fe-Res-Lösung (1 mM FeCl3 und 6 mM Natrium-γ-Resorzylat in
100 mM MES, pH 5,6) und einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde die Absorp-
tion bei 490 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerät (Synergy HT von Biotek Instru-
ments Inc., Winooski, USA) gemessen.
Die Auswertung der erhaltenen Messpunkte erfolgte mittels Hill-Gleichung.

3.4.3 Fluoreszenzspektroskopie

Alle Messungen wurden bei 30○C in einem FluoroMax4 (Horiba Jobin Yvon, Mün-
chen) unter Verwendung einer 10 x 4 mm Fluoreszenzküvette (Hellma, Müllheim)
durchgeführt. Folgende Parameter wurden bei den Untersuchungen berücksichtigt:
Anregungs- und Emissionsspalt - 5 nm, Schrittweite - 1 nm, Integrationszeit - 1 s. Die
Anregung erfolgte bei 373 nm. Die Emissionsspektren wurden im Wellenlängenbe-
reich von 500 bis 600 nm aufgezeichnet.
Die Terbiumfluoreszenz wurde in Gegenwart von 2,3 µM PLD und TbCl3-Konzen-
trationen im Bereich von 0,008 bis 50 mM verfolgt. Als Puffer wurde 100 mM MES,
pH 5,6 verwendet. Die Analyse erfolgte hinsichtlich der maximalen Emissionswellen-
länge und der maximalen Fluoreszenzintensität.
Zur Auswertung der Fluoreszenzspektrum mussten die durch unspezifische Wechsel-
wirkung hervorgerufenen Hintergrundsignale von den originalen Messpunkten ab-
gezogen werden. Als Hintergrund wurde ein relativ schwacher Anstieg der Fluores-
zenz bei geringen TbCl3-Konzentrationen identifiziert. Die Korrektur erfolgte durch
Anwendung der modifizierten Stern-Volmer-Gleichung:

F = F0

1+m ⋅ L0
(3.4)

wobei F die korrigierte relative Fluoreszenz, F0 die gemessene relative Fluoreszenz,
m der Anstieg des Hintergrundsignals und L0 die eingesetzte TbCl3-Konzentration
ist. Die korrigierten Fluoreszenzdaten wurden als Funktion der TbCl3-Konzentration
dargestellt. Aus den so erhaltenen Bindungskurven konnten, in Anlehnung an die
Publikation von Reich et al. [193], durch Anwendung von Gleichung 3.5 die Dissozia-
tionskonstanten des Tb3+ - PLDα Komplexes ermittelt werden.
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∆F1 =
(L0 + E0 +KD) −

√
(L0 + E0 +KD)2 − 4L0 ⋅ E0

2
(3.5)

∆F1 in Gleichung 3.5 ist die Änderung der korrigierten relativen Fluoreszenz, L0 ist
die eingesetzte TbCl3-Konzentration, E0 ist die eingesetzte PLDα-Konzentration und
KD ist die Dissoziationskonstante des Tb3+-PLDα-Komplexes.

Die Bindungsisotherme von Tb3+ und PLDα wurden zudem mit Formel 3.6 ausge-
wertet [194], da die Dissoziationskonstanten der Bindung der zwei Ln3+-Ionen um
Größenordnungen verschieden sind und in den Änderungen der Fluoreszenzintensi-
täten als separate Ereignisse erkennbar sind. Die so ermittelten Dissoziationskonstan-
ten wurden anschließend mit den aus den partiellen Fits der Bindungsisothermen mit
Gleichung 3.5 verglichen.

∆F2 = 1− m1 ⋅ L0

KD1 + L0
+ m2 ⋅ L0

KD2 + L0
(3.6)

∆F2 in Gleichung 3.6 ist die Änderung der korrigierten relativen Fluoreszenz, L0 ist
die eingesetzte TbCl3-Konzentration, m1 ist die maximale Amplitude des ersten Über-
gangs, m2 ist die maximale Amplitude des zweiten Übergangs, KD1 und KD2 sind die
Dissoziationskonstanten des ersten und zweiten Bindungsereignisses.
Zur Anpassung des in Gleichung 3.6 dargestellten Rechenmodells war es notwen-
dig, den in Abbildung 4.13 B abgebildeten Messbereich zwischen 5 und 45 mM TbCl3
zunächst separat mit Gleichung 3.7 auszuwerten und die so erhaltene Bindungskon-
stante (KD2) anschließend in Gleichung 3.6, zur Berechnung der Bindungskonstante
KD1, einzusetzen.

F = Fmax ⋅ L0

KD2 + L0
(3.7)

F in Gleichung 3.7 ist die Fluoreszenzintensität, Fmax ist die maximale Fluoreszenzin-
tensität, L0 ist die eingesetzte TbCl3-Konzentration, KD2 ist die Dissoziationskonstan-
te.
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3.4.4 Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) wird zur Größenbestimmung von kolloiden,
sphärischen Partikeln genutzt. Das an der Probe gestreute Licht eines Lasers wird
für die Zeit des Experiments in einem bestimmten Winkel gemessen. Aufgrund der
BROWNschen Molekularbewegung der Teilchen ändert sich im Laufe der Messzeit
die Zahl der gestreuten Photonen. Aus der Fluktuation des Streulichtsignals wird die
Korrelationsfunktion berechnet [195]. Der Fit dieser Funktion mit der Stokes-Einstein-
Gleichung:

D = kB ⋅ T
6 ⋅π ⋅ η ⋅ rh

(3.8)

ermöglicht die Bestimmung des hydrodynamischen Radius der Partikel [16]. D ist der
Diffusionskoeffizient, η die Viskosität, kB die Boltzmann-Konstante und rh der hydro-
dynamische Radius.

Die DLS-Experimente wurden in einem ALV-NIBS/-HPPS Spektrometer (ALV-Laser-
vertriebsgesellschaft m.b.H., Langen, Deutschland) durchgeführt. Die Messung der
Proben erfolgte in verschließbaren Quarzglasküvetten (HELLMA GmbH & Co. KG,
Müllheim, Deutschland). Die Streuintensitäten wurden für jeweils 30 s akkumuliert.
Jede Messung erfolgte dreifach; aus den erhaltenen Daten wurde die Standardabwei-
chung ermittelt. Alle Versuche wurden bei 30○C durchgeführt. Die eingestrahlte Wel-
lenlänge betrug 632,8 nm, der Streuwinkel 173○. Die gesammelten Daten wurden mit
der ALV-Korrelator-Software ausgewertet.

3.4.5 Röntgenkleinwinkelstreuung

Zur Abschätzung von Form und Struktur des mizellären PLD-Substrates wurden
Röntgenkleinwinkelstreuexperimente (SAXS) mit Synchrotronstrahlung durchgeführt.
Die Messungen und anschließende Datenauswertung erfolgte freundlicherweise von
PD Dr. Stephan König (MLU-Halle). Die Experimente wurden an der beamline P12
der Speicherring-Röntgenstrahlungsquelle PETRA III des European Molecular Biology
Laboratory (EMBL- in der Außenstelle Hamburg) im HASYLAB am Deutschen Elek-
tronen-Synchrotron (DESY) bei 10○C, einer Wellenlänge von 0,154 nm und einer Ka-
meralänge von 2,7 m ausgeführt. Es wurde ein Pilatus 300K-W Detektor (DECTRIS
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Ltd., Baden, Schweiz) mit einer Fläche von 254 x 33.5 mm2 verwendet. Mizellen un-
terschiedlicher PpNP-, Triton X-100- und SDS-Konzentrationen wurden in An- und
Abwesenheit von 100 mM CaCl2 bei pH 5,6 in 100 mM Na-Acetat untersucht. Die
Messzeit jeder Probe betrug 1 s in 20 frames zu je 50 ms.
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4.1 Gewinnung und Charakterisierung der verwendeten PLDs

4.1.1 Herstellung löslicher PLDα

Expression und Reinigung löslicher PLDα aus Weißkohl (B. oleracea var. capitata) er-
folgte wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben. Hierbei konnte auf Konstrukte zurückge-
griffen werden, die das Ergebnis früherer Arbeiten unserer Gruppe waren [5]. Im ers-
ten Reinigungsschritt erfolgt die Anreicherung der PLDα aus dem Rohextrakt mittels
Ca2+-vermittelter HIC an Octylsepharose. Für die anschließende Anionenaustausch-
chromotographie wurde das Säulenmaterial SourceQTM 15S verwendet. Ein typisches
Chromatogramm des zweiten Reinigungsschrittes ist in Abb. 4.1 A dargestellt. Der
Erfolg der Reinigung wurde mittels SDS-PAGE überprüft (Abb. 4.1 B).

kDa M 1

100 - 

70 - 

60 - 

50 - 

40 - 

B

Elutionszeit (min)

A

Abbildung 4.1: Reinigung der PLDα. A: Elutionsprofil der Reinigung von PLDα mittels Anionen-
austauschchromatographie. B: Reinheitskontrolle mittels 10 % SDS-PAGE-Gel (Silberfärbung).
M kennzeichnet die Markerbahn, 1 die Bahn mit PLDα.
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4.1.2 Herstellung löslicher PLDγ

Die aus Weißkohl (B. oleracea var. capitata) stammende DNA der PLDγ wurde mit-
tels PCR amplifiziert (Abschnitt 3.2.1). Nach der Ligation des resultierenden PCR-
Produktes mit dem pET-SUMO Expressionsvektor erfolgte die Transformation des
Konstruktes in Zellen des E. coli-Stamms XL1-Blue (Abschnitte 3.2.4, 3.2.5 und 3.2.8).
Kanamycin-resistente Klone wurden mittels Kolonie-PCR und Plasmidverdau unter-
sucht. Zur endgültigen Überprüfung der Aminosäuresequenz wurden Plasmide mit
schneidbarem insert sequenziert (Abschnitt 3.2.6).

4.1.2.1 Expression des PLDγ-Gens

Zur Expression des N-terminal mit einem SUMO-His6-tag versehenen PLDγ-Gens
wurde das pET-SUMO-PLDγ Plasmid in den E. coli-Expressionsstamm SoluBL21TM

transformiert. Die Transformation wurde wie unter Abschnitt 3.2.8 beschrieben durch-
geführt. Der Nachweis der mittels IPTG induzierten Expression des ca. 110 kDa schwe-
ren Konstruktes (PLDγ 95,7 und SUMO-His6-tag 13 kDa) erfolgte durch Western blot
(Abschnitt 3.3.4). Mit gegen den His-tag gerichteten Antikörpern konnten in den lösli-
chen Zellaufschlussfraktionen zwei unterschiedliche große Proteinbanden bei 45 und
100 kDa nachgewiesen werden (Abb. 4.2 A und B).

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

0mM IPTG 1mM IPTG

130 -

100 -
70 -

55 -

40 -

kDa

A
M T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4

0mM IPTG 1mM IPTGB

130 -

100 -
70 -

55 -

40 -

kDa

Abbildung 4.2: Induktion der Expression des PLDγ-Gens mittels IPTG. A: Lösliche Fraktionen
von induzierten und nicht induzierten SoluBL21TM-Zellen im Coomassie gefärbten 10 % SDS-
PAGE-Gel nach erfolgtem Zellaufschluss. B: Western blot der löslichen Fraktionen von induzierten
und nicht induzierten SoluBL21TM-Zellen. M kennzeichnet die Markerbahn, die unterschiedlichen
Zeitpunkte der Expressionsproben sind T1=1h, T2=2h, T3=3h und T4=6h.
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4.1.2.2 Teilreinigung der PLDγ

Nach der erfolgreichen Expression der mit einem SUMO-His6-tag verknüpften PLDγ

wurde zur anschließenden Proteinreinigung eine Ni-NTA-Affinitätschromatographie
(Abschnitt 3.3.2.3) mit den löslichen Fraktionen des, wie im Abschnitt 4.1.2.1 beschrie-
ben, erhaltenen Zelllysates durchgeführt. Trotz des relativ scharf verlaufenden Elu-
tionsprofiles (Abb. 4.3 A), zeigten sich beim Auftragen der zwischen 20 und 29 min
gesammelten Elutionsfraktionen neben der zu erwartenden Bande bei 110 kDa noch
starke Verunreinigungen im mit Coomassie gefärbten SDS-PAGE-Gel. (Abb. 4.3 B).

A

100 - 
70 - 
55 - 

40 - 

130 - 

35 - 

B kDa M 1 2 3 4 5 6 7

Elutionszeit (min)

Abbildung 4.3: Reinigung der PLDγ mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie. A: Elutionsprofil
der Reinigung von PLDγ. B: Coomassie gefärbtes 10 % SDS-PAGE-Gel gesammelter Fraktionen
der Elutionszeiten zwischen 20 und 29 min. Die Entnahme der einzelnen Fraktionen erfolgte in
1,5 min Schritten.
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4.1.3 PLD aus Streptomyces sp.

kDa M 1

100 - 

70 - 
60 - 
50 - 

40 - 

Abbildung 4.4: Reinheitskontrolle der
PLDStr. Silbergefärbtes SDS-PAGE-
Gel. M kennzeichnet die Markerbahn,
1 die Bahn mit PLDStr.

Neben den zu charakterisierenden Enzymen
PLDα und PLDγ sollten vergleichende Studi-
en mit bakterieller PLD aus Streptomyces sp.
(PLDStr) durchgeführt werden. Diesem Enzym
aus der PLD-Superfamilie fehlen regulatorische
Untereinheiten, aber nicht die zur Phospholipid-
hydrolyse notwendigen hochkonservierten ka-
talytischen Motive (Abschnitt 2.1.3). PLDStr be-
sitzt ein Molekulargewicht von 53,6 kDa und
wurde bereits gereinigt von Sigma-Aldrich bezo-
gen (Abb. 4.4). Das Lyophilisat wurde in 10 mM
Na-Pipes, pH 7,0 gelöst und bis zur weiteren
Verwendung bei -20○C gelagert.

4.2 Studien zur Aktivierung verschiedener PLDs

4.2.1 Aktivierung von PLDα durch Seltene Erden im Vergleich mit Erdalkali- und
Alkaliionen

Da durch zahlreiche Untersuchungen nachgewiesen werden konnte, dass Metalle der
Seltenen Erden in der Lage sind Ca2+ zu ersetzten (Abschnitt 2.3), wurden Ce3+, La3+,
Tb3+ und Y3+ (zusammengefasst als Ln3+) auf ihre Fähigkeit untersucht PLDα zu ak-
tivieren. Das Enzym erreichte die höchste Aktivität bei Ca2+-Konzentration oberhalb
90 mM. Die Zugabe von Mg2+ führte zu keiner Aktivierung (Abb. 4.5). Bei der Ver-
wendung von Sr2+ und Ba2+ konnte ebenfalls kein Substratumsatz nachgewiesen wer-
den (nicht gezeigt).
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Abbildung 4.5: Aktivierung der PLDα durch Kationen. Aktivität der PLDα als Funktion der Kat-
ionenkonzentration. CaCl2 (●), MgCl2 (◯), CeCl3 (●), LaCl3 (▼), TbCl3 (●), YCl3 (▽). Die Mess-
ansätze enthielten 1 mM PpNP, 1 mM SDS, 8 mM Triton X-100 in 100 mM Na-Acetat pH 5,6 bei
30○C. Die Auswertung der Datenpunkte erfolgte mittels modifizierter Hill-Gleichung (Gl. 3.1). Die
Ergebnisse der Auswertung sind in Tabelle 4.1 dargestellt.

Im Gegensatz dazu wurde bei den untersuchten Ln3+ eine effektive Aktivierung der
PLDα bei wesentlich geringeren Ionenkonzentrationen nachgewiesen. Unabhängig
von der Durchführung des Experiments (Präinkubation des Enzyms bzw. Substrats
mit Metallionen), erreichte die Aktivierung mit Ln3+ nur eine Hydrolysegeschwin-
digkeit von ca. 30 % des unter Verwendung von Ca2+ erreichten Wertes (Abb. 4.5 und
Tab. 4.1). Aus den erhaltenen Messpunkten wurden mittels modifizierter Hill-Glei-
chung (Gl. 3.1) die K0,5-Werte ermittelt (Tab. 4.1). Diese lagen für die untersuchten
Ln3+-Ionen um bis zum 54-fachen unter dem ermittelten K0,5 für Ca2+. Die Hill-Koef-
fizienten der Bindungen lagen für Ca2+ bei 1,22 und für die Ln3+ zwischen 1,80 und
2,64.
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Tabelle 4.1: Die Analyse der Daten aus Abb. 4.5 erfolgte mittels modifizierter Hill-Glei-
chung (Gl. 3.1).

Kation K0,5 (mM) Amax (µmol min−1 mg−1) Hill-Koeffizient

Ca2+ 30,0 ± 3,77 12,9 ± 0,84 1,22 ± 0,14

Tb3+ 2,55 ± 0,19 4,01 ± 0,15 2,37 ± 0,40

Y3+ 2,00 ± 0,14 4,02 ± 0,12 1,80 ± 0,22

La3+ 0,64 ± 0,08 3,92 ± 0,22 2,15 ± 0,60

Ce3+ 0,56 ± 0,04 3,93 ± 0,13 2,64 ± 0,49

Zur näheren Quantifizierung der Aktivierung von PLDα durch Ln3+, wurden die in
Abbildung 4.5 dargestellten Tb3+-Messpunkte zusätzlich mit Gleichung 3.3 ausgewer-
tet, die die positive Kooperativität bei der Enzymaktivierung durch zwei Bindungser-
eignisse von Tb3+ berücksichtigt.
Für die Berechnung der Aktivierungskonstanten wurde für K2

a ein Wert von
0,03 mM TbCl3 in Formel 3.3 eingesetzt. Der mit dieser Formel ermittelte Wert für
K1

a beträgt 214 mM TbCl3.

Um zu überprüfen, ob die im Vergleich zum Ca2+ beobachtete schwächere Aktivie-
rung der PLDα durch Ln3+ vom Substrat abhängig ist, wurden anschließend Unter-
suchungen mit natürlich vorkommenden Phosphatidylcholin (PC) aus Soja (Glycine
max) durchgeführt. Hierbei wurde bei Verwendung von CaCl2 die maximale Akti-
vität der PLDα ebenfalls bei hohen mM-Konzentrationen gemessen (Abb. 4.6). Beim
Einsatz von TbCl3 reichte ca. 1/10 der Ionenkonzentration des CaCl2 aus, um die ma-
ximale Hydrolysegeschwindigkeit des Enzyms zu erreichen. Dennoch betrug diese
nur 54,7 % des unter Verwendung von CaCl2 erreichten maximalen Wertes.
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Abbildung 4.6: Hydrolyse von PC durch PLDα in Anwesenheit von CaCl2 (●) bzw. TbCl3 (●).
Die Substratmizellen bestanden aus 1 mM PC, 8 mM Triton und 1 mM SDS. Die Hydrolysereak-
tionen wurden in 100 mM Na-Acetat, pH 5,6 bei 30○C durchgeführt. Der Cholinnachweis erfolgte
mittels Amplex-Red Test (Abschnitt 3.3.7.2). Die Verbindung der Messpunkte erfolgte auf Basis der
modifizierten Hill-Gleichung (Gl. 3.1).

4.2.2 Verdrängung von Ca2+ durch Tb3+ an PLDα

Der große Unterschied in der Bindungsstärke von Ca2+ und Tb3+ an PLDα wird eben-
falls in Verdrängungsexperimenten deutlich. Wurde PLDα für 2 min mit 6 mM TbCl3
und anschließend mit 100 mM CaCl2 versetzt, zeigte dies keinen Einfluss auf die Hy-
drolysegeschwindigkeit. Die Aktivität blieb auf dem Niveau, das ohne Zugabe von
CaCl2 herrschte (Abb. 4.7). Wird das Enzym jedoch zuerst mit 100 mM CaCl2 inku-
biert und anschließend 6 mM TbCl3 zugegeben, sinkt die Aktivität auf das Niveau,
welches bei alleiniger Anwesenheit von 6 mM Tb3+ gemessen wurde.
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Abbildung 4.7: Verdrängung von Ca2+ durch Tb3+ an PLDα. Aktivität der PLDα in Abhängigkeit
von der 2 min Präinkubation mit CaCl2 bzw. TbCl3. a: 100 mM CaCl2, b: 6 mM TbCl3, c: 100 mM
CaCl2 danach Zugabe von 6 mM TbCl3, d: 6 mM TbCl3 danach Zugabe von 100 mM CaCl2. Die
Messansätze enthielten 1 mM PpNP, 1 mM SDS, 8 mM Triton X-100 in 100 mM Na-Acetat pH 5,6
bei 30○C.

4.2.3 Verdrängung von Ca2+ durch Mg2+ an PLDα

Die Aktivität der PLDα ließ sich ebenfalls, unabhängig von der Ionenstärke, durch Zu-
gabe von MgCl2 senken (Abb. 4.8 A). Hierzu wurde das Enzym für 1 min mit 20 mM
CaCl2 inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe steigender Mengen MgCl2. Bei Anwe-
senheit von 100 mM MgCl2 hatte sich die Aktivität um 64 % verringert (Abb. 4.8 A).
Steigende Mengen NaCl zeigten keinen Effekt auf die Enzymaktivität (Abb. 4.8 A).
Wurde bei Durchführung des Experiments BaCl2 bzw. SrCl2 anstelle von MgCl2 ver-
wendet, kam es zu keiner Verringerung der Aktivität (Daten nicht gezeigt). Die Prä-
inkubation des Enzyms mit CaCl2-Konzentrationen im µM-Bereich und die daran
anschließende Zugabe mM-Konzentrationen MgCl2, BaCl2 bzw. SrCl2 hatten keinen
Einfluss auf die Aktivität der PLDα (Daten nicht gezeigt).
Interessanterweise führten steigende Konzentrationen MgCl2 zu keiner Verringerung
der Enzymaktivität, wenn das Substrat mit 0,02 mM PIP2 versetzt war (Abb. 4.8 B).
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Abbildung 4.8: Einfluss von MgCl2 auf die Aktivität der PLDα in Ab- (A) und Anwesenheit
(B) von PIP2. PLDα wurde für 1 min mit 20 mM CaCl2 inkubiert. Nach Zugabe unterschiedlicher
Konzentrationen MgCl2 wurde die Aktivität bestimmt. In A wurde der Einfluss von NaCl (●) und
MgCl2 (●) bzw. MgCl2 (●) mit Ionenstärkeausgleich (mit NaCl) auf I=360 mM auf die Enzymaktivität
miteinander verglichen. B: Einfluss von MgCl2 auf die Enzymaktivität in Anwesenheit von 0,02 mM
PIP2. Die Messansätze enthielten 1 mM PpNP, 1 mM SDS, 8 mM Triton X-100 in 100 mM Na-Acetat,
pH 5,6 bei 30○C.

4.2.4 Einfluss von PIP2 auf die Aktivität der PLDα

Obwohl PIP2 zur Aktivierung nicht notwendig ist, gelten diese Moleküle bedingt
durch die in der C2-Domäne vorhandene PIP2-Bindestelle (Abb. A.2 im Anhang), als
effektive Aktivatoren pflanzlicher PLDα [26]. In Gegenwart von 20 mM CaCl2 führten
steigende Mengen PIP2 bis zu einer Konzentration von 0,002 µM zu einer Aktivitäts-
steigerung von 26,6 % (Abb. 4.9 A). Weiter steigende Konzentrationen PIP2 zeigten
keinen Einfluss auf die Hydrolysegeschwindigkeit.
Ein zusätzlicher Effekt von PIP2 auf die PLDα-Aktivität zeigte sich beim pH-Optimum
der Hydrolysereaktion, welche bei Verwendung der Standardsubstratzusammenset-
zung (Abschnitt 3.3.7.1) in Abwesenheit von PIP2 bei pH 5,6 liegt. So führte die Anwe-
senheit von 0,02 µM PIP2 im Substrat zu einer Verschiebung des Aktivitätsmaximum
hin zu pH 5,0 (Abb. 4.9 B). In Abb. 4.9 C sind zusammenfassend die Aktivierungs-
kurven der PLDα bei verschiedenen pH-Werten, in An- bzw. Abwesenheit von PIP2

sowie bei unterschiedlichen CaCl2-Konzentrationen dargestellt. Die Auswertung der
Messpunkte erfolgte mittels modifizierter Hill-Gleichung (Gl. 3.1).
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Abbildung 4.9: Einfluss von PIP2 auf die Aktivität der PLDα. A: PLDα-Aktivität in Abhängigkeit
von der PIP2-Konzentrationen in Gegenwart von 20 mM CaCl2. B: PLDα-Aktivität als Funktion des
pH-Wertes bei Ab- (●) und Anwesenheit (●) von 0,02 µM PIP2 in Gegenwart von 100 mM CaCl2
in 100 mM Na-Acetat (pH 4,2-5,0), 100 mM MES (pH 5,2-6,2 ) bzw. 100 mM PIPES (pH 6,2-6,8).
C: Aktivität der PLDα als Funktion der CaCl2-Konzentration: ohne Zugabe von PIP2 bei pH 5,6 (●),
in Anwesenheit von 0,02 µM PIP2 bei pH 5,6 (●), in Anwesenheit von 0,02 µM PIP2 bei pH 5,0 (●).
D: Beruhend auf den Daten aus 4.9 C: Aktivitätssteigerung der PLDα in Gegenwart von 0,02 µM
PIP2 bei pH 5,6 (●) und 5,0 (●) im Vergleich zur Standardsubstratzusammensetzung bei pH 5,6. Die
Auswertung der Datenpunkte erfolgte mittels modifizierter Hill-Gleichung (Gl. 3.1). Die Messansätze
enthielten 1 mM PpNP, 1 mM SDS, 8 mM Triton X-100 und wurden, wenn nicht anders beschrieben,
in 100 mM Na-Acetat, pH=5,6 bei 30○C durchgeführt.

Im Vergleich zur Standardsubstratzusammensetzung (Abschnitt 3.3.7.1) stieg bei Zu-
gabe von 0,02 µM PIP2 zum Substrat bei einem pH-Wert von 5,6 die berechnete maxi-
male Hydrolysegeschwindigkeit um 0,50 µmol min−1 mg−1 auf 14,74 µmol min−1 mg−1

± 0,89. Wurde, ebenfalls in Anwesenheit von 0,02 µM PIP2, die Aktivität in Abhängig-
keit von der CaCl2-Konzentration bei pH 5,0 bestimmt, ergab dies eine Steigerung der
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maximalen Hydrolyse um 3,16 µmol min−1 mg−1 auf 17,58 ± 1,13 µmol min−1 mg−1.
Beruhend auf den Daten aus 4.9 C sind in Abb. 4.9 D die Aktivitätssteigerungen
im Vergleich zur Standardsubstratzusammensetzung (Abschnitt 3.3.7.1) in Anwesen-
heit von PIP2 bei pH 5,0 und 5,6 dargestellt. Bei pH 5,6 und in Anwesenheit von
0,02 µM PIP2 lag, im Vergleich zur Standardsubstratzusammensetzung (Abschnitt
3.3.7.1), nach einem stetigen Anstieg die Aktivitätssteigerung konstant bei
ca. 0,8 µmol min−1 mg−1 (Abb. 4.9 D).
Eine deutlichere Aktivitätssteigerung durch 0,02 µM PIP2 wurde bei einem pH-Wert
von 5,0 gemessen. So war bereits bei Anwesenheit von 1 mM CaCl2 eine messbare
Aktivität von 0,54 µmol min−1 mg−1 vorhanden, obwohl im Vergleich dazu PLDα bei
bei pH 5,6 keine Aktivität zeigte (Abb. 4.9 C und D). Weiter steigende CaCl2-Konzen-
trationen führten im Vergleich zur Standardsubstratzusammensetzung ebenfalls zu
einer stetigen Zunahme der Aktivitätssteigerung.

4.2.5 Charakterisierung der teilgereinigten PLDγ mittels Aktivitätstests

Im Gegensatz zu PLDα benötigen Phospholipasen des γ-Typs zum Erreichen ihrer
maximalen Aktivität mikromolare Konzentrationen an Ca2+ und sind zusätzlich auf
die Gegenwart von PIP2 angewiesen.
Die nachfolgend beschriebenen Experimente wurden mit der wie unter Abschnitt
4.1.2.2 beschrieben erhaltenen, teilgereinigten PLDγ mit PC als Substrat
(Abschnitt 3.4.1) durchgeführt. Die Aktivität wurde mittels Amplex-Red Test bestimmt
(Abschnitt 3.3.7.2).
Erste Hinweise auf die Aktivierung der PLDγ liefern die in Abbildung 4.10 zusam-
mengestellten Ergebnisse. Es wird deutlich, dass ohne die Gegenwart von PIP2 und
CaCl2 keine PLD-Aktivität in der teilgereinigten Proteinlösung detektierbar war. Die
höchste Enzymaktivität wurde in Anwesenheit von 0,02 mM PIP2 sowie 20 µM CaCl2
gemessen. Eine Steigerung der PIP2- bzw. der CaCl2-Konzentration führte zu einer
verminderten Hydrolysegeschwindigkeit (Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10: Aktivität der teilgereinigten PLDγ bei unterschiedlichen Substratzusammen-
setzungen und CaCl2-Konzentrationen. Die Inkubation der teilgereinigten PLDγ-Proteinlösung
mit den jeweiligen Substratkomponenten erfolgte für 6 h in 100 mM PIPES pH 7,0 bei 30○C. Der mit⋆ gekennzeichnete Aktivitätstest wurde mit Zellextrakt aus nicht induzierten E. coli-Zellen durch-
geführt. Die Enzymaktivität wurde mit dem Amplex-Red Test bestimmt (Abschnitt 3.3.7.2).

4.2.6 Charakterisierung der PLDStr mittels Aktivitätstests

Die folgenden Experimente wurden mit bakterieller PLD aus Streptomyces sp. durch-
geführt. Im Gegensatz zu PLDα und PLDγ fehlen der extrazellulären PLDStr regula-
torische Untereinheiten, aber nicht die zur Katalyse notwendigen und allen bei Mit-
gliedern der PLD-Superfamilie vorhandenen HKD-Motive (Abschnitt 2.1.3).

4.2.6.1 Einfluss von CaCl2 und NaCl auf die Aktivität der PLDStr

Sowohl steigende Konzentration CaCl2 als auch NaCl führten im Standardaktivitäts-
test (Abschnitt 3.3.7.1) zu einer schrittweisen Verringerung der PLDStr-Aktivität. Aus
Abb. 4.11 A wird deutlich, dass die Anwesenheit von CaCl2 hierbei einen stärker ne-
gativen Effekt hatte. So liegt trotz gleicher Ionenstärke bei 300 mM NaCl noch eine
Enzymaktivität von 50 % des Ausgangswertes vor, bei 100 mM CaCl2 jedoch nur 25 %
(Abb. 4.11 A).
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Abbildung 4.11: Charakterisierung der PLDStr mittels Aktivitätstests. A: Einfluss von CaCl2 (●)
und NaCl (●) auf die Aktivität der PLDStr. B: Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivität der PLDStr
in 100 mM Na-Acetat (pH 4,0- 5,0), 100 mM MES (pH 5,2-6,5) und 100 mM PIPES (pH 7-7,25).
Die Messansätze enthielten 1 mM PpNP, 1 mM SDS, 8 mM Triton X-100 und wurden, wenn nicht
anders beschrieben, in 100 mM Na-Acetat pH 5,6 bei 30○C durchgeführt.

4.2.6.2 Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivität der PLDStr

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Aktivität der PLDStr wurde im Bereich zwischen
pH 4,0 und 7,25 mittels Standardaktivitätstest (Abschnitt 3.3.7.1), jedoch ohne Zugabe
von Metallionen, untersucht. Wie in Abb. 4.11 B dargestellt, führten steigende pH-
Werte bis zu einem Wert von pH 5,6 zu einer Steigerung der Enzymaktivität, die hier
ihr Maximum mit 13,7 µmol min−1 mg−1 erreichte. Die weitere Erhöhung des pH-
Wertes führte zur schrittweisen Reduzierung der Hydrolysegeschwindigkeit, welche
bei pH 7,25 nur noch 19,8 % des Maximalwertes hatte.

4.3 Fluoreszenzspektroskopische Untersuchungen

Bedingt durch einen ähnlichen Ionenradius und ähnliche Koordinationszahlen wer-
den die dreiwertigen Ionen der Seltenen Erden seit Langem zur Charakterisierung
Ca2+- und Mg2+- bindender Proteine genutzt. Die lumineszenten Eigenschaften von
Tb3+ und Eu3+ bieten hierbei zusätzlich die Möglichkeit fluoreszenzspektrometrische
Bindungsstudien in wässriger Lösung durchzuführen [174].
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4.3.1 Nachweis der Bindung von Tb3+-Ionen an PLDα

Im Gegensatz zum nicht fluoreszenten Ca2+ konnten Tb3+-Ionen zum Nachweis ei-
ner Bindung an PLDα genutzt werden. So zeigte Tb3+ in Abwesenheit von PLDα bei
einer Anregungswellenlänge von 373 nm kein Fluoreszenzsignal. War jedoch PLDα

vorhanden, zeigte sich ein Emissionsmaximum bei 544 nm, dass mit steigender Tb3+-
Konzentration anstieg (Abb. 4.12).
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Abbildung 4.12: Fluoreszenzspektren von Tb3+ in Gegenwart von PLDα. 100 mM TbCl3 (●),
PLDα (●), PLDα und 4 mM TbCl3 (●), PLDα und 6 mM TbCl3 (◯), PLDα und 8 mM TbCl3 (▼),
PLDα und 10 mM TbCl3 (▽). Die Proteinkonzentration betrug 2,3 µM. Mit einer Anregungswellen-
länge von 373 nm wurden alle Messungen in 100 mM MES pH 5,6 und 30○C durchgeführt.

Das Emissionsmaximum bei 544 nm wurde genutzt, um die Bindung von PLDα und
Tb3+ zu analysieren. Hierzu wurden die originalen Messdaten (Abb. 4.13 A) mit Hil-
fe der modifizierten Stern-Volmer-Gleichung (Gl. 3.4) vom Hintergrundsignal befreit
(Abb. 4.13 B). Die sich im Anhang befindende Abbildung A.1 vergrößert den als
Hintergrundsignal identifizierten Bereich der Fluoreszenzspektren zwischen 1,5 und
4,5 mM TbCl3.
Die Auswertung der Daten ergab zwei Dissoziationskonstanten mit KD1=0,0065 mM
und KD2=6,46 mM (Abb. 4.13 C und D).
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Abbildung 4.13: Fluoreszenz von Tb3+ in Gegenwart von PLDα als Funktion der Tb3+-Konzen-
tration. A: Fluoreszenzsignal der Bindung von PLDα in Abhängigkeit der TbCl3-Konzentration. Ab-
bildung A.1 im Anhang stellt eine Vergrößerung des Messbereiches zwischen 0-5 mM TbCl3 dar.
B: Korrigiertes Fluoreszenzsignal. Aus den Daten aus Abb. 4.13 A wurden durch Anwendung der
modifizierten Stern-Volmer-Gleichung unspezifische Bindungssignale eliminiert. C: Vergrößerung
des aus Abb. 4.13 B erhaltenen Bereiches des Fluoreszenzsignals, der zur Bestimmung der ers-
ten Dissoziationskonstante (KD1) genutzt wurde. D: Vergrößerung des aus Abb. 4.13 B erhaltenen
Bereiches des Fluoreszenzsignals der zur Bestimmung der zweiten Dissoziationskonstante (KD2)
genutzt wurde. Die Proteinkonzentration betrug 2,3 µM. Die Messung wurde bei einer Anregungs-
wellenlänge von 373 nm und einer Emissionswellenlänge von 544 nm in 100 mM MES pH 5,6 und
30○C durchgeführt.

Das in Abbildung 4.13 B dargestellte korrigierte relative Fluoreszenzspektrum wurde
zusätzlich mit Gleichung 3.6 analysiert. Zur Untersuchung des zweiten Bindungser-
eignisses wurden die Kurve zwischen 5 und 45 mM TbCl3 (Abb. 4.13 B bzw. D) zu-
nächst separat mit Gleichung 3.7 ausgewertet. Der hierbei erhaltene KD2 von 13 mM
wurde anschließend in Gleichung 3.6 eingesetzt. Die im Anschluss durchgeführte Be-
rechnung ergab für das erste Bindungsereignis ein KD1 von 0,034 ± 0,002 mM.
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4.3.2 Verdrängung von Ca2+ durch Tb3+ an PLDα

Die in den Aktivitätsstudien deutlich gewordenen unterschiedlichen Bindungsaffini-
täten von Ca2+ und Tb3+ an PLDα (Abschnitt 4.2.2) ließen sich auch durch Fluores-
zenzmessungen nachweisen. So ließ sich das durch Bindung von 6 mM Tb3+ an PLDα

verursachte Emissionssignal bei 544 nm durch steigende CaCl2-Konzentration nicht
in seiner Intensität schwächen (Abb. 4.14 A). Im Gegensatz dazu führte die Zugabe
steigender Mengen TbCl3 zu mit 100 mM CaCl2 präinkubierter PLDα zu einem An-
stieg des Fluoreszenzsignals bei 544 nm (Abb. 4.14 B).
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Abbildung 4.14: Fluoreszenzsignal von Tb3+ nach Präinkubation von PLDα mit TbCl3 (A) bzw.
CaCl2 (B). A: PLDα (in Abwesenheit von TbCl3 (●)) wurde mit 6 mM TbCl3 inkubiert und anschlie-
ßend mit CaCl2 versetzt. B: PLDα wurde mit 100 mM CaCl2 und anschließend mit steigenden
Mengen TbCl3 versetzt. Die Proteinkonzentration betrug 2,3 µM. Die Messungen wurde bei einer
Anregungswellenlänge von 373 nm und einer Emissionswellenlänge von 544 nm in 100 mM MES,
pH 5,6 und 30○C durchgeführt.

Die Auswertung der in Abbildung 4.14 B dargestellten Fluoreszenzdaten des Ver-
drängungsexperiments erfolgte wie unter Abschnitt 3.4.3 beschrieben mit der modi-
fizierten Stern-Volmer-Gleichung (Gl. 3.4) und führte zu dem in Abbildung 4.15 dar-
gestellten korrigiertem Fluoreszenzspektrum. Die vom Hintergrundsignal befreiten
Fluoreszenzdaten ließen zwei Bindungsereignisse erkennen. Die im Anschluss mit
Gleichung 3.5 durchgeführte Auswertung ergab zwei Dissoziationskonstanten mit
KD1=0,11 ± 0,01 mM und KD2=32,1 ± 0,93 mM TbCl3, des mit 100 mM CaCl2 prä-
inkubierten Tb3+-PLDα Komplexes erkennen.
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Abbildung 4.15: Korrigiertes relatives Fluoreszenzsignal der mit 100 mM CaCl2 präinkubierten
PLDα. Aus den Daten aus Abb. 4.14 B wurde mit Hilfe der modifizierten Stern-Volmer-Gleichung
(Gl. 3.4) unspezifische Bindungssignale eliminiert und anschließend die Dissoziationskonstanten
berechnet.

Die Analyse des in Abb. 4.15 dargestellten korrigierten Fluoreszenzspektrums erfolg-
te zusätzlich mit Gleichung 3.6. Die so berechneten Dissoziationskonstanten betrugen
für KD1=0,11 ± 0,01 und KD2=32,3 ± 5,21 mM TbCl3.

4.4 Wechselwirkungen zwischen Metallionen und

PLD-Substraten

Neben der Interaktion der verwendeten PLDs mit deren Substraten sollte auch die
Wechselwirkung des Substrats mit den in den Aktivitätstest eingesetzten Metallionen
untersucht werden. Zum einen sollte die Interaktion von Kationen und negativ gela-
denen Substratmizellen und zum anderen ein möglicher Effekt der Kationen auf die
Substratstruktur untersucht werden.
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4.4.1 Spektroskopische Bestimmung durch die FeRes-Methode

Bedingt durch den anionischen Charakter des mizellären Substrates kann davon aus-
gegangen werden, dass Metallionen an die Oberfläche der Substratmizellen binden
und dadurch der Kontakt von PLDα und Substrat vermittelt wird.
Die relativen Bindungskapazitäten von Metallionen an Phospholipidvesikel oder Mi-
zellen können mit der Fe(III)-Resorcylatmethode (FeRes-Methode) analysiert werden
[15]. Diese basiert auf der Interaktion von Phospholipid und dem im violett-farbenen
Eisen(III)-γ-Resorzylatkomplex gebundenen Eisen in Konkurrenz mit anderen Katio-
nen.

A B (mM)

Abbildung 4.16: Interaktion von Kationen mit PpNP-Mizellen. A: Bindungskurven. Die aus 1 mM
PpNP, 8 mM Triton X-100 und 1 mM SDS bestehenden Mizellen wurden mit verschiedenen Ka-
tionen unterschiedlicher Konzentrationen und FeRes inkubiert. Anschließend erfolgte die Messung
der Absorption bei 490 nm. CaCl2 (◯), MgCl2 (●), YCl3 (◻), LaCl3 (∎), CeCl3 (▽), TbCl3 (▼). B:
K0,5-Werte für die Komplexbildung von Kation und Mizelle. Die K0,5-Werte wurden aus den Daten
aus Abb. 4.16 A mit der modifizierten Hill-Gleichung (Gl. 3.1) ermittelt. Die Messungen wurden in
100 mM MES, pH 5,6 bei RT durchgeführt.

Zur Bestimmung der Bindungsaffinitäten von Erdalkalimetallen und Ln3+ zum Sub-
strat wurde die Absorption des Eisen(III)-γ-Resorzylatkomplex mit steigenden Kat-
ionenkonzentrationen bei 490 nm bestimmt.
Die Auswertung der Messpunkte erfolgte mittels modifizierter Hill-Gleichung
(Gl. 3.1). Die so erhaltenen Bindungskurven für verschiedene Ln3+ unterschieden sich
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in den K0,5-Werten ca. um den Faktor 10 von denen der Ca2+- und Mg2+-Ionen
(Abb. 4.16).

4.4.2 Untersuchung der Metallionenbindungskapazität der Substratmizellen
durch die FeRes-Methode

Um den Einfluss der negativen Ladungen der Substratmizellen auf die Metallionen-
bindungskapazität zu untersuchen, wurden das Standardsubstratgemisch (Ab-
schnitt 3.3.7.1) bei einer konstanten CaCl2-Konzentration von 20 mM mit steigenden
Mengen SDS versetzt. Die Anwendung der FeRes-Methode zeigte, dass sich die Fä-
higkeit der Substratmizellen zur Bindung von Kationen in Abhängigkeit von der SDS-
Konzentration änderte.
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Abbildung 4.17: Einflusses von SDS auf die Metallionenbindungskapazität von Substratmizel-
len. Die Mizellen setzten sich aus 1 mM PpNP, 8 mM Triton X-100 sowie steigenden Konzentra-
tionen SDS zusammen. Die Messungen wurden in 100 mM MES, pH 5,6 bei RT und einer CaCl2-
Konzentration von 20 mM durchgeführt.

Steigende Mengen SDS führten bis zu Konzentrationen zwischen 3 und 6 mM zur ver-
stärkten Bindung von Metallionen an die Mizellen (Abb. 4.17). Die weitere Erhöhung
der SDS-Konzentration führte jedoch zu einem Anstieg der Absorption, was auf eine
verringerte Bindung von Ionen an die Oberfläche der Mizellen schließen lässt.
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4.5 Einfluss von Metallionen und Detergenzien auf die

Strukturierung der PLD-Substrate und die Aktivität der

untersuchten Phospholipasen

4.5.1 Untersuchung mittels Dynamischer Lichtstreuung und Aktivitätsstudien

Ausgangspunkt der Untersuchungen mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) bil-
dete die Beobachtung, dass die Änderung der Substratzusammensetzung bzw. die
An- und Abwesenheit von Metallionen einen unmittelbaren Einfluss auf die Grö-
ße der Substratmizellen hatte. So lag bei einer Substratzusammensetzung von 1 mM
PpNP, 8 mM Triton X-100 und 2 mM SDS der hydrodynamische Radius des Substrates
ohne Zugabe von CaCl2 bei 2,43 nm. In Gegenwart von 100 mM CaCl2 betrug dieser
jedoch 6,35 nm (Abb. 4.18).

Radius (nm)

1 10 100

In
te

ns
itä

t (
a.

u.
)

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
100 mM CaCl

2

0 mM CaCl2

Abbildung 4.18: DLS-Messungen von Substratmizellen. Die Mizellen bestanden aus 1 mM PpNP,
8 mM Triton X-100, 2 mM SDS und wurden in An- bzw. Abwesenheit von 100 mM CaCl2 wie in Ab-
schnitt 3.4.4 beschrieben vermessen. Die Untersuchungen erfolgten in 100 mM Na-Acetat, pH 5,6
bei 30○C.

Demgegenüber steht die Beobachtung, dass die Änderung der CaCl2-Konzentration
bei Verwendung der Standardsubstratzusammensetzung (1 mM PpNP, 8 mM Tri-
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ton X-100 und 1 mM SDS) keinen Einfluss auf den hydrodynamischen Radius der
Substratmizellen hatte (Abb. 4.19).
Zur enzymkinetischen Charakterisierung der PLDs war es notwendig die Substrat-
zusammensetzung zu variieren. Da die beobachteten Änderungen des hydrodynami-
schen Radius indirekt die Aktivität der PLDs beeinflussen könnte, wurden die aus
den Untersuchungen zur Aktivität und zum hydrodynamischen Radius erhaltenen
Ergebnisse miteinander verglichen. Hierbei wurden die Daten von PLDα und von
PLDStr, die sich in ihrer Ca2+-Abhängigkeit grundlegend voneinander unterscheiden,
gegenübergestellt.
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Abbildung 4.19: Einfluss von CaCl2 auf den hydrodynamischen Radius der Substratmizellen.
Die Mizellen bestanden aus 1 mM PpNP, 8 mM Triton X-100 und 1 mM SDS in 100 mM Na-Acetat,
pH 5,6 bei 30○C.

4.5.1.1 Einfluss von SDS

Der mittels DLS ermittelte hydrodynamischen Radius des PLD Substrates lag für die
Standardsubstratzusammensetzung (1 mM PpNP, 8 mM Triton X-100, 1 mM SDS) un-
abhängig von der Ca2+-Konzentration bei durchschnittlich 4,52 ± 0,16 nm (Abb. 4.19).
Die Änderung der Substratzusammensetzung hatte jedoch unterschiedliche Effekte
auf den hydrodynamischen Radius des Substrates. So führte die Steigerung der SDS-

70



4 Ergebnisse

Konzentration in Gegenwart von 100 mM CaCl2 zu einem Anstieg des Radius auf
bis zu 7,5 nm bei 2,5 mM SDS (Abb. 4.20 A). Bei einer Konzentration von 3 mM SDS
kam es wiederum zur Verringerung des hydrodynamischen Radius auf 2,6 nm. Wei-
ter steigende SDS-Konzentrationen führten zu einer Streuung der gemessenen Radien
zwischen 3,7 und 2,1 nm.

Obwohl die Präinkubation der PLDα mit SDS bzw. Triton X-100 keinen Effekt auf
die anschließend gemessene Aktivität hatte (Tab. A.1 im Anhang), beeinflussten stei-
gende Konzentrationen SDS im mizellärem Substratgemisch die Enzymaktivität. So
nahm der Substratumsatz mit steigenden Mengen SDS zu und erreichte ihren höchs-
ten Wert bei 3 mM SDS (Abb. 4.20 A). Weiter steigende Konzentrationen führten zu
einer schrittweisen Verringerung der Enzymaktivität.

R R

Abbildung 4.20: Einfluss steigender Konzentrationen SDS auf den hydrodynamischen Radius
der Mizellen und die Aktivität der PLDα und PLDStr. A: Relative Aktivität der PLDα und hydro-
dynamischer Radius des Substrates in Anwesenheit von 100 mM CaCl2. B: Relative Aktivität der
PLDStr und hydrodynamischer Radius des Substrates ohne Zugabe von CaCl2. Der Messansatz
enthielt 1 mM PpNP, 8 mM Triton X-100 und unterschiedliche SDS-Konzentration in 100 mM Na-
Acetat, pH 5,6 bei 30○C.

Ähnliche Schwankungen im hydrodynamischen Radius des mizellären Substrates lie-
ßen sich ohne Zugabe von CaCl2 beobachten. Ausgehend von 4,5 nm bei 0 mM SDS
verringerten steigende Mengen SDS schrittweise den Radius des Substrates bis zu ei-
ner Konzentration von 4 mM SDS (Abb. 4.20 B). Die weitere Zugabe von SDS führte in
verringertem Umfang zu einer weiteren Reduzierung des hydrodynamischen Radius.
Ähnlich PLDα zeigte auch die Inkubation von PLDStr mit SDS bzw. Triton X-100 kei-
nen Effekt auf einen im Anschluss durchgeführten Aktivitätstest (Tab. A.1 im An-
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hang). Jedoch führten steigende Mengen an SDS im Substrat über den gesamten Mess-
bereich zu einer Senkung der Enzymaktivität (Abb. 4.20 B).

4.5.1.2 Einfluss von Triton X-100

Im folgenden Versuch wurden Substratgemische aus unterschiedlichen Mengen Tri-
ton X-100 unter Beihaltung einer Konzentration von 1 mM PpNP, jedoch ohne Anwe-
senheit von SDS, hinsichtlich des hydrodynamischen Radius und der PLD-Aktivität
untersucht.
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Abbildung 4.21: Einfluss steigender Konzentrationen Triton X-100 auf den hydrodynamischen
Radius der Mizellen und die Aktivität der PLDα und PLDStr A: Relative Aktivität der PLDα und
hydrodynamischer Radius des Substrates in Anwesenheit von 100 mM CaCl2. B: Relative Aktivität
der PLDStr und hydrodynamischer Radius des Substrates ohne Zugabe von CaCl2. Der Messansatz
enthielt 1 mM PpNP und verschiedene Triton X-100-Konzentrationen in 100 mM Na-Acetat, pH 5,6
bei 30○C.

Beginnend bei 4,56 nm in Anwesenheit von 100 mM CaCl2 und 4,22 nm ohne Zuga-
be von CaCl2 sanken in beiden Ansätzen die hydrodynamischen Radien bis zu einer
Konzentration von 6 bzw. 7 mM Triton X-100 (Abb. 4.21 A und B). Weiter steigende
Mengen an Triton X-100 führten in beiden Ansätzen zur Vergrößerung der hydrody-
namischen Radien.
Die mit den jeweiligen Substratgemischen durchgeführten Aktivitätstests zeigten so-
wohl für PLDα (in Anwesenheit von 100 mM CaCl2) als auch für PLDStr (ohne Zugabe
von CaCl2) bei steigenden Triton X-100 Mengen ein Absinken der Aktivität. Während
es bei der PLDα ab einer Triton X-100 Konzentration von 11 mM wieder zu einer Ak-
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tivitätszunahme kam (Abb. 4.21 A), stabilisierte sich die Aktivitätsabnahme bei der
PLDStr ab einer Konzentration von ca. 10 mM Triton X-100 (Abb. 4.21 B).

4.5.1.3 Änderung der Substratkonzentration unter Beibehaltung des Verhältnisses
von PpNP, SDS und Triton X-100

Anschließend wurde der hydrodynamischen Radius des Substrates sowie die Aktivi-
tät der PLDs bei Erhöhung der Substratkonzentration, aber unter Beibehaltung des ur-
sprünglichen Verhältnisses der Substratzusammensetzung (PpNP : Triton X-100 : SDS
im Verhältnis 1 : 8 : 1) untersucht.
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Abbildung 4.22: Einfluss veränderter Substratkonzentrationen (unter Beibehaltung des 1:8:1
Verhältnisses von PpNP, Triton X-100 und SDS) auf den hydrodynamischen Radius der Mizel-
len und die Aktivität der PLDα und PLDStr A: Relative Aktivität der PLDα und hydrodynamischer
Radius des Substrates in Anwesenheit von 100 mM CaCl2. B: Relative Aktivität der PLDStr und
hydrodynamischer Radius des Substrates ohne Zugabe von CaCl2. Die Messansätze enthielten
unterschiedliche Konzentrationen an PpNP, Triton X-100 und SDS mit einem Verhältnis von 1:8:1 in
100 mM Na-Acetat, pH 5,6 bei 30○C.

Aus Abb. 4.22 A wird ersichtlich, dass der hydrodynamische Radius des Substrates
in Anwesenheit von 100 mM CaCl2 mit steigenden Konzentration an Substrat und
Detergenzien bis zu einer Konzentration von 4 mM PpNP, 32 mM Triton X-100 und
4 mM SDS auf einen Wert von 5,8 nm anstieg. Eine weitere Konzentrationserhöhung
der Komponenten führte zur Abnahme des hydrodynamischen Radius bis dieser bei
10 mM PpNP, 80 mM Triton X-100 und 10 mM SDS einen Wert von 4,9 nm erreichte.
Unter den gleichen Messbedingungen stieg die Aktivität der PLDα mit steigenden
Konzentrationen an Substrat und Detergenzien bis zu einem Bereich zwischen 2,5 mM
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PpNP, 20 mM Triton X-100, 2,5 mM SDS und 3,5 mM PpNP, 28 mM Triton X-100,
3,5 mM SDS (Abb. 4.22 A). Weiter steigende Konzentrationen führten zur Verminde-
rung der Enzymaktivität. Bei 10 mM PpNP, 80 mM Triton X-100 und 10 mM SDS lag
diese nur noch bei 63 % des maximalen Wertes.
Ohne Zugabe von CaCl2 kam es mit steigenden Substrat- und Detergenzkonzentratio-
nen ebenfalls zu einem Anstieg des hydrodynamischen Radius (Abb. 4.22 B). Dieser
erreichte seinen höchsten Wert bei einer Konzentration von 3,5 mM PpNP, 28 mM
Triton X-100 und 3,5 mM SDS. Die ebenfalls steigende Aktivität der PLDStr hatte ihr
Maximum bei 4 mM PpNP, 32 mM Triton X-100 und 4 mM SDS. Eine weitere Erhö-
hung der Detergenz- und Substratkonzentration führte zur drastischen Abnahme des
hydrodynamischen Radius und der Hydrolysegeschwindigkeit.

4.5.2 Untersuchung mittels Röntgenkleinwinkelstreuung

Das mizelläre PLD-Substrat wurde in unterschiedlichen Zusammensetzungen sowie
in An- bzw. Abwesenheit von 100 mM CaCl2 mittels Röntgenkleinwinkelstreuung
(SAXS) untersucht. Einen Überblick über die verwendeten Proben sowie die daraus
erhaltenen Parameter liefert Tabelle 4.2.
Die untersuchten Proben zeigten sowohl hinsichtlich Streuintensität (I0) als auch Gy-
rationsradius (RG) große Unterschiede. So führten in Anwesenheit von 100 mM CaCl2
steigende Mengen SDS zu einer Abnahme des RG bis zu einer Konzentrationen von
2 mM SDS. Weiter steigende Mengen SDS führten zu einem Anstieg des RG auf bis zu
11,04 nm bei 8 mM SDS.
Ohne Zugabe von CaCl2 blieben sowohl die Streuintensitäten als auch der Gyrations-
radius der untersuchten Proben nahezu konstant. Zu einer Verringerung des RG kam
es erst ab SDS-Konzentrationen ≥ 3 mM. Die nach Abzug des Puffers erhaltenen Streu-
kurven und Abstandsverteilungsfunktion sind auf den Seiten VI und VII im Anhang
für jede Probe zusammenfassend dargestellt.
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Tabelle 4.2: Mittels SAXS erhaltene Streuparameter von Mizellen mit verschiedener Substratzu-
sammensetzung. Die Messungen wurden in An- und Abwesenheit von 100 mM CaCl2 in 100 mM
Na-Acetat, pH 5,6 bei 10○C durchgeführt.

Probe [PpNP]
(mM)

[Triton]
(mM)

[SDS]
(mM)

CaCl2
(mM)

I(0) RG
(nm)

1 1 8 - 100 3,12 6,03

2 1 8 1 100 2,40 5,33

3 1 8 2 100 1,93 4,59

4 1 8 3 100 4,33 6,86

5 1 8 8 100 8,45 11,04

6 1 8 - - 1,28 3,21

7 1 8 1 - 1,26 3,21

8 1 8 2 - 1,30 3,20

9 1 8 3 - 1,27 3,19

10 1 8 8 - 1,36 3,05

Mit Hilfe des Programms DAMMIN [196] konnten Strukturmodelle von Mizellen un-
terschiedlicher Substratzusammensetzung berechnet werden. Abbildung 4.23 zeigt
die berechneten Modelle der jeweiligen Mizellen in An- (A) und Abwesenheit (B)
von 100 mM CaCl2 bei unterschiedlichen SDS-Konzentrationen. Die sphärischen und
nicht vollständig geschlossenen Mizellen verloren bei Anwesenheit von 100 mM CaCl2
ihre ursprüngliche Gestalt hin zu einer zylindrischen Form mit einem deckelähnli-
chen Bereich. Die Zugabe von SDS führte ab einer Konzentration von 3 mM zu einer
Verschmälerung der Mizellen (Abb. 4.23 A 4 und 5).
Ohne Zugabe von CaCl2 zeigte sich erst bei hohen SDS-Konzentrationen eine Verrin-
gerung des Radius (RG in Tab. 4.2). Die sphärische Form der Mizellen blieb hierbei
über den gesamten Messbereich unverändert (Abb. 4.23 B).
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Abbildung 4.23: Formabschätzung von Substratmizellen mit unterschiedlichen SDS-Konzen-
trationen. Dargestellt sind Strukturmodelle des mizellären PLD-Substrates bei unterschiedlichen
SDS-Konzentrationen in An- (A) bzw. Abwesenheit (B) von 100 mM CaCl2. Die Substratzusam-
mensetzungen und erhaltenen Messparameter sind zusammenfassend in Tabelle 4.2 dargestellt.
Die Formabschätzung erfolgte mit dem Programm DAMMIN, die Abbildungen wurden mit dem Pro-
gramm PyMOL erstellt.

4.6 Bolalipide als Substrate für PLD

Bipolare Amphiphile (sog. Bolalipide), deren Kopfgruppen über unterschiedlich lan-
ge Alkylketten miteinander verbunden sind (Abschnitt 2.2.2), sollten hinsichtlich ih-
rer Hydrolysefähigkeit durch PLDα und PLDStr untersucht werden. Die Kopfgruppen
der hier untersuchten Bolalipide bestand aus Phosphocholin, die dazwischen befind-
liche Alkylkette aus 24 bzw. 32 Kohlenstoffatomen. Die Durchführung des Cholin-
nachweises erfolgte mittels Amplex Red-Test (Abschnitt 3.3.7.2).

4.6.1 PC-C24-PC Bolalipid

4.6.1.1 v-S-Charakteristik für PLDα und PLDStr

Bei den oberhalb einer Temperatur von 20○C als Mizellen vorliegenden PC-C24-PC
Bolalipiden [197], kam es sowohl durch PLDα als auch PLDStr zur Abspaltung von
Cholin. Abbildung 4.24 verdeutlicht, dass steigende Lipidkonzentrationen bei PLDα
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und PLDStr zu einer gesteigerten Aktivität führten. Mittels Michaelis-Menten-Gleich-
ung ließ sich für PLDα ein KM von 0,0036 ± 0,0017 mM und für PLDStr ein KM von
0,077 ± 0,013 mM PC-C24-PC ermitteln.
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Abbildung 4.24: Hydrolysegeschwindigkeit der PLDα (●) und PLDStr (●) als Funktion der Kon-
zentration von PC-C24-PC. Die Aktivität wurde im Falle der PLDα in Anwesenheit von 100 mM
CaCl2 sowie bei PLDStr ohne Zugabe von CaCl2 ermittelt. Die Messungen erfolgten in 100 mM Na-
Acetat, pH 5,6 bei 30○C. Der Cholinnachweis erfolgte mittels Amplex-Red Test (Abschnitt 3.3.7.2).

4.6.1.2 Einfluss von SDS auf den hydrodynamischen Radius und die Hydrolyse
von PC-C24-PC durch PLDα und PLDStr

Im folgenden Versuch sollte der Effekt von Detergenzien auf die Hydrolyse und den
hydrodynamischen Radius von PC-C24-PC untersucht werden. Hierzu wurde ein
Substratgemisch aus 6 mM PC-C24-PC, 8 mM Triton X-100 und unterschiedlichen
SDS-Konzentrationen verwendet. Der hydrodynamische Radius und der Nachweis
der Cholinfreisetzung durch PLDα und PLDStr erfolgten in An- und Abwesenheit
von 100 mM CaCl2.
In Gegenwart von 100 mM CaCl2 führte die Zugabe von 1 mM SDS zum Substrat-
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gemisch zu einem Anstieg des hydrodynamischen Radius von 2,8 auf 5,0 nm (Abb.
4.25 A). Nachdem der hydrodynamische Radius des Substratgemisches durch die
weitere Zugabe von SDS relativ konstant blieb, kam es bei einer SDS-Konzentration
von 8 mM zum Absinken des Radius auf 1,98 nm.
Im gesamten Messbereich wurde die Aktivität der PLDα gegenüber dem Substratge-
misch aus 6 mM PC-C24-PC und 8 mM Triton X-100 durch steigende Mengen SDS
kontinuierlich gesenkt (Abb. 4.25 A).
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Abbildung 4.25: Einfluss von SDS auf den hydrodynamischen Radius und die Hydrolyse von
PC-C24-PC durch PLDα (A) und PLDStr (B). Im Falle von PLDα erfolgten die Messungen in Ge-
genwart von 100 mM CaCl2, während bei der Untersuchung der PLDStr kein CaCl2 zugegeben
wurde. Die Messungen wurden in 100 mM Na-Acetat pH 5,6 bei 30○C durchgeführt. Die Mizellen
bestanden aus 6 mM PC-C24-PC und 8 mM Triton. Der Cholinnachweis erfolgte mittels Amplex-Red
Test (Abschnitt 3.3.7.2).

Ohne Zugabe von CaCl2 zeigten steigende SDS-Konzentrationen sowohl auf den hy-
drodynamischen Radius als auch auf die Hydrolyse des Substratgemisches durch
PLDStr keinen signifikanten Effekt (Abb. 4.25 B).

4.6.2 PC-C32-PC Bolalipid

4.6.2.1 v-S-Charakteristik für PLDα und PLDStr

PC-C32-PC Bolalipe lagern sich aufgrund der VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen und
dem daraus resultierenden hydrophoben Effekt in wässriger Lösung zu Fasern zu-
sammen. Selbst in hohen Verdünnungen (c < 5 mg/ml) ermöglichen die Nanofasern
die Ausbildung eines viskosen, transparenten Hydrogels [198].
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Sowohl bei Verwendung von PLDα als auch PLDStr führten steigende PC-C32-PC-
Konzentrationen zur verstärkten Freisetzung von Cholin (Abb. 4.26). Jedoch wurde
bei den verwendeten Substratkonzentrationen die Sättigung der enzymatischen Re-
aktion weder für PLDα noch für PLDStr erreicht, da es ab Konzentrationen ≥ 1,5 mM
PC-C32-PC zur Ausfällung des Substrates kam.
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Abbildung 4.26: Hydrolysegeschwindigkeit der PLDα (●) und PLDStr (●) als Funktion der Kon-
zentration von PC-C32-PC. Die Aktivität wurde im Falle von PLDα in Anwesenheit von 100 mM
CaCl2 sowie bei PLDStr ohne Zugabe von CaCl2 ermittelt. Die Messungen erfolgten in 100 mM Na-
Acetat, pH 5,6 bei 30○C. Der Cholinnachweis erfolgte mittels Amplex-Red Test (Abschnitt 3.3.7.2).

4.6.2.2 Einfluss von Detergenzien auf die Aktivität der PLDα und PLDStr

gegenüber PC-C32-PC

Die folgenden Aktivitätsstudien mit PLDα und PLDStr wurden in An- und Abwesen-
heit von 100 mM CaCl2 mit einer Lipidlösung von 0,24 mM PC-C32-PC (=̂ 0,2 mg/ml)
durchgeführt. Bei beiden Enzymen hatte die Anwesenheit von Detergenzien unter-
schiedliche Effekte auf die Abspaltung von Cholin von PC-C32-PC (Abb. 4.27 und
4.28). So ließ sich die Aktivität der PLDα durch Zugabe von 5 mM Triton X-100 so-
wie eine Kombination aus 0,005 mM Triton X-100 und 0,005 mM SDS zum Reakti-
onsansatz um den Faktor 3,3 bzw. 2,9 steigern (Abb. 4.27). Andere Konzentrationen
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an Triton X-100 und SDS führten zu einer geringeren Aktivitätssteigerung bzw. zur
Verringerung der ursprünglichen Hydrolysegeschwindigkeit.

Relative Aktivität (normiert)
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0,05 mM Triton
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Abbildung 4.27: Einfluss von Detergenzien auf die Hydrolyse von PC-C32-PC durch PLDα.
Als Basis der Skalierung wurden die ohne Zugabe von Detergenzien gemessene Aktivität auf 1
normiert. Die Hydrolysereaktionen wurden in 100 mM Na-Acetat, pH 5,6 bei 30○C in Anwesen-
heit von 100 mM CaCl2 durchgeführt. Der Cholinnachweis erfolgte mittels Amplex-Red Test (Ab-
schnitt 3.3.7.2).

Die Hydrolyse von PC-C32-PC durch PLDStr ließ sich bei Anwesenheit von Detergen-
zien im Reaktionsansatz ebenfalls steigern. Die größten Aktivitätssteigerungen ließen
sich durch Zugabe von 0,5 mM Triton X-100, 5 mM Triton X-100 sowie bei einer Kom-
bination von 0,5 mM Triton X-100 und 0,005 mM SDS bzw. 0,5 mM Triton X-100 und
0,5 mM SDS beobachten (Abb. 4.28). Die Verwendung anderer Konzentrationen an
Triton X-100 und SDS führten zu einer geringeren Aktivitätssteigerung bzw. zur Ver-
ringerung der ursprünglichen Hydrolysegeschwindigkeit.
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Relative Aktivität (normiert)

0 5 10 15 20 25 30 35

0,005 mM SDS

0,05 mM SDS

0,5 mM SDS

5 mM SDS

50 mM SDS

0,5 mM Triton, 0,5 mM SDS

0,5 mM Triton, 0,005 mM SDS

0,005 mM Triton, 0,5 mM SDS

0,005 mM Triton, 0,005 mM SDS

50 mM Triton

5 mM Triton
0,5 mM Triton

0,05 mM Triton

0,005 mM Triton

ohne Detergenz

Abbildung 4.28: Einfluss von Detergenzien auf die Hydrolyse von PC-C32-PC durch PLDStr. Als
Basis der Skalierung wurden die ohne Zugabe von Detergenzien gemessene Aktivität auf 1 nor-
miert. Die Hydrolysereaktionen wurden in 100 mM Na-Acetat pH 5,6 bei 30○C durchgeführt. Der
Cholinnachweis erfolgte mittels Amplex-Red Test (Abschnitt 3.3.7.2).
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Um die Rolle der Ca2+-Ionen bei der Aktivierung der PLDα zu spezifizieren wurden
in der vorliegenden Arbeit verschiedene methodische Ansätze verfolgt:

1. Ersatz der Ca2+-Ionen durch andere Metallionen, insbesondere Ln3+-Ionen, die
aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften direkte Bindungsstudien der Interak-
tion von Metallion und PLDα erlauben.

2. Untersuchungen des Einflusses der Substratvesikelzusammensetzung auf die
Aktivität der PLDα.

3. Charakterisierung der Substratvesikel durch DLS- und SAXS-Messungen.

Dabei wurde die im Fokus stehende PLDα mit PLDγ aus Weißkohl, die erstmalig ex-
primiert, teilgereinigt und charakterisiert wurde, bzw. mit mikrobieller PLDStr vergli-
chen, da von PLDγ ein differentes Metallionenaktivierungsverhalten erwartet wurde
und von PLDStr keine spezifischen Regulationsmechanismen bekannt sind. Des Wei-
teren wurde die Aktivität von PLDα und PLDStr gegenüber Bolalipiden untersucht.

5.1 Metallionenbindung und Aktivierung der PLD

5.1.1 Vergleich der Effekte verschiedener Metallionen auf die Aktivität
der PLDα

Verschiedene Ionen aus der Gruppe der dreiwertigen Seltenen Erden wurden auf ih-
re Fähigkeit untersucht, Ca2+ im Hinblick auf die Aktivierung der PLDα zu ersetzen.
Wie erwartet zeigte PLDα in Abwesenheit von Metallionen sowie bei Verwendung
von Mg2+, Sr2+ und Ba2+ keine Aktivität. Zur Erlangung der maximalen Enzymakti-
vität waren Ca2+-Konzentrationen von über 80 mM nötig. Im Gegensatz dazu zeigte
sich, dass die untersuchten Ln3+ in der Lage waren, PLDα bei sehr viel geringeren
Konzentrationen zu aktivieren (Abb. 4.5). Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass
eine stärkere Bindung der Ln3+ an das Enzym erfolgte. Verglichen mit Ca2+ erreichte
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die Enzymaktivität jedoch nur 30 % des Maximalwertes. Da die ermittelten Hill-Ko-
effizienten der Bindungen für Ca2+ bei 1,22 und für die Ln3+ zwischen 1,80 und 2,64
lagen (Tab. 4.1), kann davon ausgegangen werden, dass mindestens zwei Ca2+- bzw.
zwei Ln3+-Ionen an der Aktivierung der PLDα beteiligt sind. Diese Ergebnisse befin-
den sind in Übereinstimmung mit den ein bis drei Ca2+-Ionen, die in der C2-Domäne
der α-Typ PLD von A. thaliana nachgewiesen wurden [63] sowie den schon früher pos-
tulierten zwei Ca2+-Bindestelle der PLDα [66].
Die Untersuchung der PLDα-Aktivierung durch Ln3+ mit natürlichem Substrat er-
brachte vergleichbare Ergebnisse wie die unter Verwendung des artifiziellen PpNP
ermittelten Daten. Zwar wurde bei Anwesenheit von Tb3+ als Aktivator ein ähnlicher
K0,5-Wert ermittelt, jedoch erreichte das Enzym mit ca. 55 % des Maximalwertes eine
deutlich höhere Aktivität (Abb. 4.6) als mit dem artifiziellen Substrat PpNP. Da in-
nerhalb des breiten Substratspektrums der PLDα [199] natürlich vorkommende Phos-
pholipide bessere Substrate für das Enzym sind, könnte dies auch der Grund für die
im Vergleich zum artifiziellen PpNP höhere Hydrolysegeschwindigkeit gegenüber PC
sein.

Durch Anwendung von Gleichung 3.3 war es möglich, die kooperative Auswirkung
der Bindung von Tb3+ an PLDα auf die Aktivität des Enzyms näher zu quantifizieren.
Hierbei lag der als Berechnungsgrundlage festgelegte Wert für K2

a bei 0,03 mM TbCl3.
Bei festgelegten größeren Werten (0,3 bzw. 3 mM TbCl3) weicht der Fit vom Datensatz
ab und ist dadurch nicht realistisch. Anzumerken ist, dass die Menge der Datenpunk-
te in den kritischen Bereichen der geringen Konzentration relativ klein ist. Fehler in
der Auswertung der Progresskurven sind nicht berücksichtigt. Der mit Gleichung 3.3
berechnete Wert für K1

a betrug 214 mM TbCl3 (Abschnitt 4.2.1).
Der erste Ligand wird mit relativ hoher Affinität an PLDα gebunden (durch Fluores-
zenzspektroskopie ermittelter kleiner Wert von KD1 (Abschnitt 4.3.1)). Die dadurch in-
duzierte Konformationsänderung hat aber nur einen geringen Aktivitätsgewinn zur
Folge (großer Wert von K1

a). Bei positiven Kooperativitäten erleichtert die Konfor-
mationsänderung infolge der Bindung des ersten Liganden einen Aktivitätsgewinn
durch die Bindung des zweiten Liganden (kleiner Wert von K2

a). Diese Werte sind
nicht direkt mit den Dissoziationskonstanten (KD1 und KD2) der Ln3+ mit PLDα ohne
Substrat vergleichbar, die aus den Bindungskurven mittels Fluoreszenzspektroskopie
erhalten wurden (Abschnitt 4.3.1).
Aktivitätsmessungen berücksichtigen die oder sind Ausdruck der durch Liganden
induzierten Konformationen auf die katalytische Effizienz (Substratbindung bei Bil-
dung des Enzym-Substrat-Komplexes und Substratumsatz durch die Bildung des
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transition state). Durch die aus der Bindung des ersten Ln3+-Ions resultierenden Kon-
formationsänderung erreicht das Enzym noch nicht die volle Aktivität bzw. hat in
dem vorgeschlagenen Modell (Abb. 5.1) keine Aktivität (ausgedrückt durch einen
großen Wert von K1

a - das Gleichgewicht liegt auf der Seite des freien Enzyms). Je-
doch wird die Bildung der katalytisch kompetenten Konformation bei Bindung des
zweiten Ln3+-Ions durch das erste Bindungsereignis im Sinne einer Isomerisierung
oder Konformationsänderung erleichtert (ausgedrückt durch einen kleinen Wert von
K2

a - das Gleichgewicht liegt auf der Seite des komplementierten Enzyms).
Eine schematische Darstellung der Bindung von Ln3+ an PLDα und der anschließen-
den Aktivierung des Enzyms bietet Abbildung 5.1; die ermittelten Gleichgewichts-
konstanten sind zusammenfassend in Tabelle 5.1 dargestellt.
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Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der durch Fluoreszenzspektroskopie und Aktivitäts-
messungen erhaltenen Parameter der Interaktion von Tb3+ mit PLDα. Mittels Fluoreszenzspek-
troskopie ermittelte Dissoziationskonstanten der Bindung von Tb3+ an die Metallionenbindestellen
der PLDα (KD1 und KD2), Aktivierungskonstanten der Tb3+-abhängigen PLDα-Aktivierung (K1

a und
K2

a), PLDα (E), Substrat (S), Produkt (P), Terbiumionen (Ln3+ ), Enzym-Substrat-Komplex (E-S),
durch Besetzung der ersten Metallionenbindestelle mit Tb3+ aktiviertes Enzym ({Ln3+}1-E‘, weiter
folgend kennzeichnen daran S und P den Enzym-Substratkomplex bzw. das daraus resultierende
Produkt), durch Besetzung der ersten und zweiten Metallionenbindestelle mit Tb3+ aktiviertes En-
zym ({Ln3+}2-E“ weiter folgend kennzeichnen daran S und P den Enzym-Substratkomplex bzw.
das daraus resultierende Produkt).
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Die mechanistische Interpretation dieser Ergebnisse führt zu dem Schluss, dass eine
effektive Aktivierung der PLDα nur durch die Besetzung beider Metallionenbinde-
stellen mit mM-Konzentrationen von Ln3+ erfolgen kann.

Tabelle 5.1: Gleichgewichtskonstanten verschiedener Messmethoden zur Untersuchung der In-
teraktion von Metallionen mit PLDα und dessen Substrat.
1 Berechnet mittels modifizierter Hill-Gleichung (Gl. 3.1)
2 Berechnet unter Berücksichtigung der Kooperativität mit Gleichung 3.3
3 Berechnet mit Gleichung 3.5
4 Berechnet mit Gleichung 3.6
A Entstammt aus den mit Gleichung 3.7 analysierten Fluoreszenzwerten
⋆ Die Daten entstammen der Publikation von Stumpe et al. [66]

Methode Metallion ermittelte Werte (mM)

Aktivitätsmessung1 Ca2+ K0,5 = 30,0 ± 3,77
Tb3+ K0,5 = 2,55 ± 0,19

Aktivitätsmessung2 Tb3+ K1
a = 214

" K2
a = 0,03

Fluoreszenzspektroskopie3 Tb3+ KD1 = 0,0065
" KD2 = 6,46

Fluoreszenzspektroskopie4 Tb3+ KD1 = 0,034
" KD2 = 13A

Nah-UV-CD-Spektroskopie⋆ Ca2+ KD1 = 0,12
" KD2 = 10,2

FeRes-Methode Ca2+ K0,5 = 23,2 ± 3,61
Tb3+ K0,5 = 0,18 ± 0,02

Zusätzlich zu den geringen Ln3+-Konzentrationen, die ausreichten um PLDα zu ak-
tivieren, zeigten die Ergebnisse der Verdrängungsexperimente die im Vergleich zu
Ca2+ stärkere Interaktion dreiwertiger Ln3+ mit dem Enzym. So war es durch Zuga-
be steigender Ca2+-Konzentrationen weder möglich die Enzymaktivität der mit 6 mM
TbCl3 präinkubierten PLDα zu steigern (Abb. 4.7), noch das Fluoreszenzsignal signifi-
kant zu senken (Abb. 4.14 A). Andererseits führte die Zugabe von TbCl3 zu mit hohen
CaCl2-Konzentrationen präinkubierten Enzyms zur sofortigen Reduzierung der En-
zymaktivität bzw. zum Anstieg der Tb3+-Fluoreszenz und damit zur Verdrängung der
an PLDα gebundenen Ca2+-Ionen (Abb. 4.7 und 4.14 B).
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Die Auswertung der in Abbildung 4.14 B dargestellten Fluoreszenzdaten des Ver-
drängungsexperimentes erfolgte wie in Abschnitt 3.4.3 beschrieben mit der modi-
fizierten Stern-Volmer-Gleichung und resultierte in dem in Abbildung 4.15 darge-
stellten korrigiertem relativen Fluoreszenzspektrum. Die im Anschluss durchgeführ-
te Analyse der Bindungskurven mit Gleichung 3.5 und Gleichung 3.6 erbrachte mit
KD1 = 0,11 mM und KD2 = 32 mM TbCl3 jeweils die gleichen Ergebnisse, woraus ge-
schlussfolgert wird, dass beide Formeln zur Analyse Ln3+-induzierter Fluoreszenz an
PLDα verwendet werden können.
Im Vergleich mit den mit beiden Gleichungen ermittelten durchschnittlichen Bindungs-
konstanten die in Abwesenheit von CaCl2 berechnet wurden, ergibt sich für das mit
100 mM CaCl2 präinkubierte Enzym für die erste Bindestellen eine ca. 6-fach und für
die zweite Bindestellen eine ca. 3-fach höhere Dissoziationskonstante.

Eine ebenfalls größere Bindungsstärke von Ln3+ an die Ca2+-Bindestelle des dem eu-
karyotischen EF-hand-Motiv ähnlichen E. coli-Rezeptor für D-Galaktose und D-Glu-
kose wurde von Snyder et al. beschrieben, bei denen Yb3+ und Lu3+ mit 20-fach hö-
herer Affinität als Ca2+ gebunden wurden [200]. Zusätzlich finden sich Beispiele für
Calmodulin aus Drosophila melanogaster [201], calmodulinabhängigen Kaliumkanälen
aus Xenopus laevis [202] sowie verschiedene Proteine aus Bacillus subtilis [203, 204] bei
denen eine im Vergleich zum Ca2+ stärkere Interaktion dreiwertiger Ln3+ mit Metall-
bindestellen nachgewiesen wurde. Auch wurden bei der Aktivierung einer Phospho-
rylase-Kinase durch Ln3+ nur 60-70 % des unter Verwendung von Ca2+ ermittelten
Aktivitätswertes erreicht [171].
Bei der Interaktion von Aminosäureresten der Metallbindestelle mit den jeweiligen
Metallionen sind elektrostatische Wechselwirkungen von besonderer Bedeutung [205,
206]. Da die Kationenbindestelle aus negativ geladen Aminosäureresten besteht und
diese sich gegenseitig abstoßen, wird angenommen, dass die Bindung von Kationen
der Abstoßung entgegenwirkt [200]. Bei einer Vielzahl Ca2+-bindender Proteine wird
die Metallionenbindestelle durch sieben Sauerstoffatome gebildet, die zusammen in
einer pentagonalen Bipyramide vorliegen [207, 208]. Mg2+ besitzt hauptsächlich die
Koordinationszahl sechs, was einem Ionenradius von 0,72 Å entspricht, und geht be-
vorzugt Bindungen mit Stickstoff ein [11, 209, 210]. Dies könnte, neben dem geringe-
ren Ionenradius, ein Grund für die fehlende Interaktion mit der Ca2+-Bindestelle der
PLDα sein.
Aufgrund des im Vergleich zum Ca2+ sehr ähnlichen Ionenradius (Tab. 5.2) und der
Fähigkeit, der negativen Ladung der Aminosäurereste besser entgegenzuwirken,
kommt es zur bevorzugten Bindung der dreiwertigen Ln3+ an Proteine mit Ca2+-
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Bindestellen [200, 202]. Ähnlich dem E. coli-Rezeptor für D-Galaktose und D-Glukose
kann auch hier geschlussfolgert werden, dass Ca2+ selektiv gebunden wird, weil bes-
ser bindende Metallionen während des evolutionären Entwicklungsprozesses der Bin-
destellen nicht im biologischen System vorkamen. Aus Mangel an dreiwertigen Ka-
tionen konnten sich Ca2+-Bindestellen entwickeln, die eine Unterscheidung zwischen
den allgegenwärtigen monovalenten und weiteren divalenten Kationen wie bpsw.
Mg2+ ermöglichten [200].

5.1.2 Unterschiedliche Aktivierung der PLDα durch Ln3+

Bei den untersuchten Ln3+ gibt es signifikante Unterschiede in den ermittelten K0,5-
Werten (Tab. 4.1). Es lassen sich zwei Gruppen bilden, bei denen Ce3+ und La3+ einen
niedrigeren sowie Tb3+ und Y3+ einen höheren K0,5-Wert der PLDα-Aktivierung auf-
weisen. Da ladungsbedingte Unterschiede in der Interaktion der dreiwertigen Ln3+

mit den Metallbindestellen der PLDα auszuschließen sind, könnte eine mögliche Ur-
sache der unterschiedlich starken PLDα-Aktivierung in den unterschiedlichen effek-
tiven Ionenradien der Ln3+ liegen (Tab. 5.2).
Die Anzahl der die Metallbindestelle der PLDα bildenden Aminosäurereste ist, genau
wie die Koordinationszahl des natürlichen Aktivators Ca2+, nicht bekannt. Es kann
jedoch davon ausgegangen werden kann, dass Ca2+ und Ln3+ mit der gleichen Koor-
dinationszahl mit den Metallbindestellen Ca2+-bindender Proteine interagieren [167].
Bedingt durch die niedrigen K0,5-Werte von Ce3+ und La3+ und deren im Unterschied
zu Tb3+ und Y3+ ähnlicheren effektiven Ionenradien mit Ca2+ kann geschlussfolgert
werden, dass bei der Interaktion von Kationen mit der Metallbindestelle der PLDα

der Ionenradius von entscheidender Bedeutung ist. Zu ähnlichen Ergebnissen kom-
men Snyder et al., die bei der Untersuchung des dem eukaryotischen EF-hand-Motiv
ähnlichen E. coli-Rezeptor für D-Galaktose und D-Glukose, Radius- und Ladungs-ab-
hängige Interaktionen unterschiedlicher ein-, zwei- und dreiwertiger Ionen mit dem
Rezeptor nachweisen konnten [200].

Weitere Hinweise auf die Interaktion von Metallionen mit der Metallbindestelle der
PLDα lieferten Verdrängungsexperimente, bei denen das Enzym mit 20 mM CaCl2
präinkubiert wurde. Da es bei der anschließenden Zugabe divalenter Kationen nur
durch steigende Mg2+-Konzentrationen möglich war, die Enzymaktivität signifikant
zu reduzieren (Abb. 4.8 A), kann daraus abgeleitet werden, dass Mg2+ mit den spezi-
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fischen Metallionenbindestellen interagiert ohne jedoch das Enzym zu aktivieren.
Bei den durchgeführten Verdrängungsexperimenten zeigten Sr2+ und Ba2+ keinen Ef-
fekt auf die Enzymaktivität. Ähnlich den ermittelten unterschiedlichen K0,5-Werten
der Ln3+-Aktivitätsstudien, können ladungsbedingte Unterschiede bei der Interakti-
on von Mg2+, Sr2+, Ba2+ mit den Metallbindestellen der PLDα ausgeschlossen werden.
Da Sr2+ und Ba2+ mit der gleichen Koordinationszahl wie Ca2+ an die Metallbindestel-
len von Proteinen binden [211], Mg2+ jedoch hauptsächlich mit der Koordinationszahl
sechs [209], könnte für die Interaktion divalenter Kationen mit PLDα, ähnlich den

Tabelle 5.2: Ionenradius verwendeter Kationen in Ab-
hängigkeit von der Koordinationszahl. [11].

Kation Ordnungszahl Ionenradius (Å)
Koordinationszahl

6 7 8

Na+ 11 1,02 1,12 1,18
Mg2+ 12 0,72 - 0,89
Ca2+ 20 1,00 1,06 1,12
Sr2+ 38 1,18 1,21 1,26
Ba2+ 56 1,35 1,38 1,42
Y3+ 39 0,90 0,96 1,02
La3+ 57 1,03 1,10 1,16
Ce3+ 58 1,01 1,07 1,14
Tb3+ 65 0,92 0,98 1,04

dreiwertigen Ln3+, der Ionenradi-
us das entscheidende Ausschluss-
kriterium sein. Aufgrund des ge-
ringeren effektiven Ionenradius
scheint eine Interaktion von Mg2+

mit den Metallbindestellen der
PLDα möglich, während der grö-
ßere effektive Ionenradius von Sr2+

und Ba2+ eine Interaktion verhin-
dert (Tab. 5.2). Es war nicht mög-
lich, die Enzymaktivität durch Zu-
gabe von Na+ zu senken, wel-
ches bei unterschiedlichen Koordi-
nationszahlen einen ähnlichen ef-
fektiven Ionenradius wie Ca2+ hat
(Abb. 4.8 A und Tab. 5.2). Ähnlich
den Ln3+, die bedingt durch die
im Vergleich zum Ca2+ zusätzliche
Ladung eine erhöhte Affinität zur
PLDα haben, ist es beim Na+ durch nur eine positive Ladung nicht möglich, mit der
Metallbindestelle der PLDα zu interagieren und die Enzymaktivität zu beeinflussen.
Bei Anwesenheit von 0,02 mM PIP2 im mizellären Substrat war es durch steigende
Mg2+-Konzentrationen nicht mehr möglich, die Aktivität der mit 20 mM präinkubier-
ten PLDα zu senken (Abb. 4.8 B). Anders als bei vielen anderen PLDs [26, 212] liegt
die PIP2-Bindestelle der PLDα (Abb. A.2 im Anhang) innerhalb der auch Metallio-
nen bindenden C2-Domäne [5]. Die gewonnenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass
die Bindung von PIP2 konformationelle Änderungen am Enzym induziert, die einer
anschließenden Interaktion von Mg2+ mit der Metallbindestelle entgegenstehen bzw.
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die Selektivität der Metallbindestelle für den natürlichen Aktivator Ca2+ erhöht.

5.1.3 Einfluss von PIP2 auf die Aktivität der PLDα

Steigende Mengen PIP2 wirkten in Gegenwart von 20 mM CaCl2 bis zu einer Konzen-
tration von 0,002 µM (=̂ 0,0002 mol%) aktivitätssteigernd auf PLDα (Abb. 4.9 A). An-
dere PLDs des γ-Typs zeigten erst ab einer PIP2-Konzentration von 0,1 mol% hydro-
lytische Aktivität [69]. Da jedoch Phosphoinositide weniger als 0,05 % des Phospholi-
pidanteils pflanzlicher Membranen ausmachen [213], spricht dies für die Bildung von
Phosphoinositidclustern innerhalb der Membran, deren PIP2-Konzentration für eine
Aktivierung von PLD ausreichend ist (Abschnitt 2.2).
Angesichts der geringen PIP2-Konzentration, bei denen eine Aktivitätssteigerung der
PLDα beobachtet wurde, können strukturelle Änderungen der Mizellen als Ursache
für die Aktivitätssteigerung ausgeschlossen werden. Vielmehr scheint es zu einer, wie
auch im vorangegangenen Abschnitt vermuteten, direkten Interaktion zwischen PIP2

und der C2-Domäne des Enzyms zu kommen (Abb. A.2 im Anhang).
Eine mögliche Ursache für das in Gegenwart von 0,02 µM PIP2 beobachtete Absin-
ken des pH-Optimums der PLDα-Aktivität von pH 5,6 zu pH 5,0 (Abb. 4.9 B) könnte
mit der physiologischen Rolle der PLDα begründet werden. Die Verwundung von
Pflanzen, bei der eine verstärkte PLDα-Aktivität nachgewiesen wurde [40], geht oft
mit der Zerstörung der intrazellulären Vakuole einher. Die Zerstörung dieses sauren
Ca2+-Reservoirs führt zu einem lokalen Absinken des pH-Wertes und zu einem Kon-
zentrationsanstieg der aus Vakuole und zusätzlich aus dem Apoplasten stammenden
Ca2+-Ionen [160]. Die durch die Gegenwart des in pflanzlichen Membranen natürlich
vorkommenden PLDα-Aktivators PIP2 beobachtete Verschiebung des pH-Optimums
der Hydrolysereaktion bestätigt die biologische Funktion der PLDα bei der Reaktion
auf die Verwundung pflanzlicher Zellen.
Weitere Hinweise auf die Aktivierung von PLDα lieferte die Analyse des Ca2+-Bedarfs
bei unterschiedlichen pH-Werten sowie in An- und Abwesenheit von 0,02 µM PIP2.
Hierbei zeigte sich die absolute Notwendigkeit der Anwesenheit von Ca2+ bei der Hy-
drolysereaktion, da sich auch unter günstigeren Reaktionsbedingungen (Anwesenheit
von PIP2 und pH 5,0) die Aktivität der PLDα erst in Gegenwart von Ca2+-Ionen detek-
tieren ließ (Abb. 4.9 C und D). Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen der Arbei-
ten von Dr. Konstantin Kuppe, bei denen bei Verwendung von natürlichem Substrat
in Abwesenheit von CaCl2 ebenfalls keine PLDα-Aktivität detektierbar war [214]. Im
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Vergleich zu den Standardreaktionsbedingungen (pH 5,6, ohne Zugabe von PIP2) er-
folgte die stärkste Aktivitätssteigerung bei pH 5,0, hohen Ca2+-Konzentration und in
Gegenwart PIP2.
Die, im Gegensatz zu den Standardreaktionsbedingungen, bei pH 5,0 und Anwesen-
heit von 0,02 µM PIP2 ermittelte Aktivitätssteigerung von 18 % (Abb. 4.9 B) lässt sich
ebenfalls mit den Ergebnissen aus der Dissertation von Dr. Konstantin Kuppe verglei-
chen. Dessen Untersuchungen an aus PC bestehenden small unilamellar vesicles (SUV)
führten in Gegenwart von 2 mol% PIP2 (=̂ 20 µM) zur Verdoppelung der PLDα-Akti-
vität [214].

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich nur wenige Studien, die die Interak-
tion von Phospholipasen mit PIP2 thematisieren. Hierbei handelt es sich um Daten
zur separat exprimierten C2-Domäne [62], um Phospholipasen des C-Typs [215] so-
wie um PLDs, deren PIP2-Bindestelle in der Nähe des aktiven Zentrums liegt [26].
Dadurch ist es wenig sinnvoll, Parallelen zur Aktivierung der PLDα zu ziehen, de-
ren PIP2-Bindestelle sich innerhalb der N-terminalen C2-Domäne befindet (Abb. A.2
im Anhang). Dennoch ist erwähnenswert, dass PLDγ aus A. thaliana [26] und PLC
aus Säugern [216] nur sensitiv gegenüber Phosphoinositiden waren, wenn die Unter-
suchungen in Gegenwart physiologischer Ca2+-Konzentrationen durchgeführt wur-
den, wohingegen es bei der untersuchten PLDα bei Ca2+-Konzentrationen im ho-
hen mM-Bereich zur stärksten Aktivierung durch PIP2 gekommen ist (Abb. 4.9 C
und D).

5.1.4 Schlussfolgerungen aus den Fluoreszenzmessungen zur Bindung von Tb3+

an PLDα

Bedingt durch die lumineszenten Eigenschaften von Tb3+ konnte die Interaktion von
Tb3+ mit PLDα auch mit Hilfe der Fluoreszenzspektroskopie verfolgt werden (Ab-
schnitt 4.3.1).
Die Auswertung der Fluoreszenzdaten erfolgte mit Gleichung 3.5 und zusätzlich mit
Gleichung 3.6. Die so ermittelten Bindungsparameter unterschieden sich für das erste
Bindungsereignis mit KD1 = 0,0065 mM TbCl3 (Gleichung 3.5) und KD1 = 0,034 mM
TbCl3 (Gleichung 3.6) ca. um den Faktor 5 und liegen somit im gleichen Größen-
bereich. Der für das zweite Bindungsereignis ermittelte Parameter (KD2) aus Glei-
chung 3.5 betrug 6,46 mM TbCl3. Ein Vergleich dieses Wertes mit einem Bindungspa-
rameter aus Gleichung 3.6 ist nicht möglich, da zur Anpassung dieser Gleichung der
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KD2 separat mit Gleichung 3.7 berechnet wurde (die so ermittelte Dissoziationskon-
stante betrug 13 mM TbCl3).
Da die mit den Gleichungen 3.5 und 3.6 bestimmten Dissoziationskonstanten für das
erste Bindungsereignis im gleichen Messbereich liegen, bestätigt dies die weiter oben
gemachte Aussage, dass beide verwendeten Gleichungen zur Analyse der Ln3+-indu-
zierten Fluoreszenz an PLDα verwendet werden können.
Auffällig ist, dass eine der mit Gleichung 3.5 ermittelten Dissoziationskonstanten
(KD1=6,50 µM und KD2=6,46 mM) mit dem Wert für die Interaktion von Ca2+ und
PLDα vergleichbar ist. Die von Stumpe et al. mit Hilfe der Nah-UV-CD-Spektroskopie
bestimmten Werte betragen für KD1=123 µM und für KD2=10,24 mM [66]. Trotz der im
Vergleich zum Ca2+ scheinbar stärkeren Interaktion der dreiwertigen Ln3+ mit PLDα

(Abschnitte 4.2.1, 4.2.2 und 4.3.2), welches sich u.a. in der Aktivierung des Enzym bei
geringen Ln3+-Konzentrationen widerspiegelt, unterscheiden sich die Bindungspara-
meter nur für KD1 um den Faktor 19, während sie für das zweite Bindungsereignis in
der gleichen Größenordnung liegen (Tab. 5.1). Hieraus wird geschlussfolgert, dass für
die Aktivierung der PLDα die Besetzung der ersten Metallionenbindestelle mit Katio-
nen entscheidend ist.
Ein weiteres Indiz für die herausragende Bedeutung der ersten Metallionenbinde-
stelle für die Aktivierung des Enzyms ist die Tatsache, dass sich die relativ geringe
Aktivität des mit 6 mM TbCl3 präinkubierten Enzyms durch eine Erhöhung der Ca2+-
Konzentration nicht steigern ließ (Abschnitt 4.2.2). Da die zweite Metallbindestelle
sowohl zu Ca2+ und Tb3+ die gleiche Affinität besitzt, wird diese Bindestelle bei stei-
genden Ca2+-Konzentrationen, nach Verdrängung der gebundenen Tb3+-Ionen, auch
von Ca2+ besetzt. Hätte die zweite Metallbindestelle mit dem höheren KD-Wert einen
entscheidenden Einfluss auf die Aktivität, wäre dies nach Bindung von Ca2+ in einer
Steigerung der Hydrolysegeschwindigkeit sichtbar geworden.
Da sich die Aktivität der PLDα nach Inkubation mit CaCl2-Konzentrationen im hohen
µM-Konzentrationsbereich (Besetzung der ersten Metallionenbindestelle) und der dar-
auf folgenden Zugabe hoher MgCl2-, BaCl2- bzw SrCl2-Konzentrationen nicht stei-
gern ließ, kann davon ausgegangen werden, dass es zu keiner Bindung der Kationen
gekommen ist und somit auch die Metallionenbindung an die zweite Bindestelle se-
lektiv erfolgt.
Die Ergebnisse sprechen dafür, dass für die anfängliche Aktivierung der PLDα die
affinere Metallionenbindestelle mit dem niederen KD-Wert von entscheidender Be-
deutung ist, während die zweite Bindestelle mit den ebenfalls selektiv gebundenen
Kationen der Aktivierung und zusätzlich der Vermittlung des Kontaktes von Enzym
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und Substrat dient.
Dennoch hätte es bei den im Fluoreszenzspektrometer durchgeführten Verdängungs-
experimenten (Abschnitt 4.3.2), bei denen PLDα mit 6 mM TbCl3 präinkubiert wur-
de, nach Zugabe steigender Mengen CaCl2 zur Verringerung des Fluoreszenzsignals
kommen müssen, wenn die an der zweiten Metallbindestelle befindlichen Tb3+-Ionen
durch Ca2+ verdrängt worden wären. Diese theoretische Verringerung der Fluores-
zenzintensität konnte jedoch nicht beobachtet werden.

PLDα + Metallionen

+

(a)

(b)

(c)

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung unterschiedlicher konformationeller Zustände der
PLDα vor und nach der Inkubation mit verschiedenen Metallionen. Keine Konformationsände-
rung durch Mg2+ (a), Ln3+ induzieren eine suboptimale Konformationsänderung und Aktivierung (b),
Ca2+-Ionen führen zur vollständig aktivierten Enzymkonformation (c).

Dies liegt möglicherweise an der durch die Bindung von Tb3+ induzierten Konfor-
mationsänderung der PLDα, welche die Aktivierung des Enzyms nach sich zieht. So
kann Tb3+ das Enzym zwar aktivieren, bedingt durch die zusätzliche Ladung der Io-
nen gegenüber dem natürlichen Aktivator Ca2+ würde aber nur eine unvollständige
Konformationsänderung induziert werden, welches sich in der verminderten Enzy-
maktivität äußert (Abb. 5.2). Die durch Tb3+-Bindung eingenommene Konformation
der PLDα könnte die Bindung von Ca2+-Ionen an beiden Metallbindestellen inhibie-
ren. Hierdurch wäre Ca2+ nicht in der Lage, das Fluoreszenzsignal durch Verdrän-
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gung von Tb3+ zu senken bzw. die Aktivität des Enzyms zu steigern.

Ähnliche Beobachtungen wurden für die verschiedenen Bindestellen des Ca2+-ab-
hängigen Na+/Ca2+-Austauschprotein NCX1 gemacht, bei dem die nachgewiesene
Interaktion von Mg2+ mit der Ca2+-Bindestelle ohne Induzierung der sonst üblichen
konformationellen Änderungen des Proteins stattfand [217]. Die aber dennoch beob-
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Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der en-
zymatischen Reaktion der PLDα. Enzym (E),
Substrat (S), Produkt (P), Enzym-Substrat-Komplex
bei Anwesenheit von Ca2+ (ES), Enzym-Substrat-
Komplex bei Anwesenheit von Ln3+ (ES´), aktivier-
ter Enzym-Substrat-Komplex (ES⋆), Enzym-Produkt-
Komplex (EP).

achtete Affinitätssteigerung der zwei-
ten Ca2+-Bindestelle von NCX1 wird
mit der Neuausrichtung der Ca2+-
bindenden Gruppen begründet.
Analog dazu könnte die Tb3+-
Bindung an PLDα zu einem gegen-
teiligen Effekt führen.
Die bei der Verwendung aller Ln3+

beobachtete geringere Enzymakti-
vität könnte ihre Ursachen jedoch
auch in den mechanistischen Ei-
genschaften der PLDα haben. Da
alle untersuchten Ln3+ mit hö-
herer Affinität an PLDα binden
(Tab. 4.1), könnte es zur Ausbil-
dung eines Enzym-Ln3+-Substrat-
Intermediats (ES ´ in Abb. 5.3) kom-
men, dessen Freie Energie geringer ist als die Freie Energie des Enzym-Substrat-
Intermediats bei Verwendung von Ca2+. Hierdurch wird das Erreichen des Über-
gangszustands (maximale Hydrolysegeschwindigkeit) unwahrscheinlicher und die
Enzymaktivität bliebe auf dem beobachteten, im Vergleich zum Ca2+, niedrigen Ni-
veau (Abb. 5.3).

5.1.5 Aktivitätsstudien mit der teilgereinigten PLDγ

Die Ergebnisse der zum Vergleich mit PLDα hergestellten PLDγ haben im Rahmen
dieser Arbeit nur orientierenden Charakter.
Die ermittelten Daten zeigen, dass das erstmals exprimierte Gen des anschließend teil-
gereinigten Enzyms der Klassifizierung als typische PLD des γ-Typs entspricht [25].
Da die höchsten Aktivitätswerte bei Anwesenheit von 0,02 mM PIP2 und 20 µM CaCl2
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gemessen wurden, kann davon ausgegangen werden, dass höhere Konzentration bei-
der Effektoren inhibierend auf das teilgereinigte Enzym wirken. Ähnliche Ergebnisse
erzielten Qin et al. [26], die nachwiesen, dass bei Ca2+-Konzentration über 100 µM
die Interaktion von radioaktiv markiertem PIP2 mit PLDγ aus A. thaliana inhibiert
wurde.
Die Notwendigkeit der Ca2+- und PIP2-Bindung für die Aktivität der PLDγ zeigt,
dass Ca2+ als positiver und negativer Regulator für dieses Enzym agiert und somit die
Ca2+-Konzentration innerhalb einer Zelle zur differentiellen Steuerung unterschiedli-
cher PLDs dienen kann.
Zum Nachweis von zwei Enzymen des PLDγ-Typs (PLDγ1 und PLDγ2) in den Plas-
mamembranfraktionen von Weißkohl kam es durch Novotná et al. [218]. Da die Zuga-
be von saurer Phosphatase zu einer deutlichen Minderung der PLD-Aktivität in den
Plasmamembranfraktionen führte und mittels Massenspektrometrie potentielle Phos-
phorylierungsstellen an PLDγ1 nachgewiesen wurden (Abb A.3 im Anhang), kann
davon ausgegangen werden, dass PLDγ1 durch Phosphorylierung reguliert wird.
Aufgrund der unvollständigen Primärstrukturdaten von PLDγ1 und PLDγ2
(Abb A.3 im Anhang) kann nicht mit genauer Sicherheit festgestellt werden, ob die
in dieser Arbeit untersuchte PLDγ mit einem der beiden nachgewiesenen Enzyme
identisch ist.
Die durch Novotná et al. nachgewiesenen Phosphorylierungsstellen an PLDγ1 [218]
sind mit der gleichen Aminosäurenabfolge auch an der in dieser Arbeit untersuchten
PLDγ vorhanden (Abb. A.3 im Anhang). Da jedoch in der vorliegenden Arbeit auch
ohne Phosphorylierung eine Aktivierung von PLDγ nachgewiesen werden konnte
(Abb. 4.10), könnte dies eine durch Anwesenheit von Ca2+ und PIP2 ausgelöste basale
Aktivität sein, die sich durch eine Phosphorylierung des Enzyms weiter steigern wür-
de.
Bei den von Novotná et al. durchgeführten Aktivitätstests wurden PLD-haltige an-
gereicherte Plasmamembranfraktionen verwendet und nicht isolierte Enzyme. Daher
besteht zusätzlich die Möglichkeit, dass die durch Zugabe von saurer Phosphatase
beobachtete Aktivitätsverringerung durch andere Enzyme mit PLD-Aktivität verur-
sacht wurde und die Dephosphorylierung keinen Einfluss auf PLDγ1 hatte.
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5.2 Metallionenbindung an Substratvesikel

Durch die mit der FeRes-Methode [15] ermittelten großen Unterschiede in den K0,5-
Werten wird die ladungsabhängige Wechselwirkung von di- und trivalenten Katio-
nen mit den Substratmizellen deutlich (Abschnitt 4.4.1). Ähnliche ladungsbedingte
Unterschiede wurden bei der Interaktionen von Kationen mit verschiedenen anderen
Glycerophospholipiden wie PC oder PA im wässrigen System nachgewiesen [15].
Auffällig ist, dass sowohl der K0,5-Wert des Mizell-Ca2+-Komplexes (23,2 mM) als
auch das Halbmaximum der Aktivierung der PLDα (K0,5=30,0 mM) bei ähnlichen
Ca2+-Konzentrationen erfolgte (Abb. 4.16 und Tab. 4.1). Dies legt die Schlussfolge-
rung nahe, dass der Grad der Sättigung des Substrates mit Kationen entscheidenden
Einfluss auf die Aktivität der PLDα haben könnte. Hierdurch wären die unphysiolo-
gisch hohen Ca2+-Konzentrationen erklärbar, die zur vollständigen Aktivierung des
Enzyms in vitro notwendig sind.
Die halbmaximale Sättigung der Substratmizellen mit Tb3+ wurde hingegen schon
bei einer Konzentration von 0,18 mM erreicht. Zum Erreichen der halbmaximalen
Aktivität war hingegen eine TbCl3-Konzentration von 2,55 mM notwendig. Da bei
einer Konzentration 0,18 mM TbCl3 nur die erste Metallionenbindestelle der PLDα

mit Tb3+ besetzt ist (KD1=6,5 µM, Abschnitt 4.3.1), jedoch die zweite (KD2=6,46 mM)
weitgehend frei von Ionen ist, widerspricht dies gemeinsam mit dem K0,5 der Tb3+-
Aktivierung der oben genannten Vermutung, dass die Sättigung des Substrats mit
Kationen einen Effekt auf die Aktivierung des Enzyms hat.
Über die durch die Ln3+-Ionen induzierten konformationellen Effekte, die möglicher-
weise für den Substratkontakt des Enzyms nicht optimal sind und daher im Vergleich
zum Ca2+ eine verminderte Aktivität nach sich ziehen, können bei jetzigem Erkennt-
nisstand nur Vermutungen geäußert werden (Abschnitt 5.1.4). Aus den ermittelten
Konstanten zu Metallionenbindestellen [66] sowie Aktivierung und Sättigung der
Membran mit Ca2+ scheint es dennoch sehr wahrscheinlich, dass die Aktivität der
PLDα nicht nur von den am Enzym gebundenen, sondern auch von den am Substrat
vorhanden Ca2+-Ionen beeinflusst wird. Erst diese vermitteln die für die Hydrolyse
notwendige Interaktion von Enzym und Substrat.

Mit der FeRes-Methode konnte zusätzlich nachgewiesenen werden, dass die Katio-
nenbindungskapazität der Mizellen in Gegenwart von 20 mM CaCl2 stark von der
SDS-Konzentration abhängig ist (Abb. 4.17). Dass das Aktivitätsoptimum der PLDα

bei SDS-Konzentrationen zwischen 2 und 5 mM SDS liegt (Abb. 4.20 A), könnte somit
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auf die maximale Anzahl der an der Mizelle gebundenen Kationen zurückzuführen
sein, welche die Interaktion des aktivierten Enzyms mit dem Substrat besonders be-
günstigen.

5.3 Zusammensetzung und Morphologie der Substratvesikel in

Korrelation zur PLD-Aktivität

Da sich in der Literatur Hinweise auf die Beeinflussung der Größe und Form von Mi-
zellen fanden (Abschnitt 2.2.3) sollten DLS- und SAXS-Messungen Aufklärung über
eine mögliche indirekte Beeinflussung der Enzymaktivität durch die Substratmizellen
liefern.

5.3.1 Schlussfolgerungen aus den DLS-Messungen

Der aktivierende Effekt von Detergenzien auf PLDα ist seit längerem bekannt [24]. So
führte bspw. die equimolare Steigerung der Triton X-100- und SDS-Konzentration im
mizellärem System zu einer 6-fachen Aktivitätssteigerung von PLDα aus Sonnenblu-
me (Helianthus annuus) [219].
Während die Steigerung der SDS-Konzentration des Standardsubstratgemisches (Ab-
schnitt 3.3.7.1) die Aktivität der PLDα anfänglich steigerte (Abb. 4.20 A), führte die
Erhöhung der Triton X-100-Konzentration bei gleichzeitiger Abwesenheit von SDS zu
einem kontinuierlichen Verlust der Enzymaktivität (Abb. 4.21 A). Da die Präinkuba-
tion der PLDα mit SDS bzw. Triton X-100 und ein anschließend durchgeführter Akti-
vitätstest keine Beeinflussung des Enzyms zeigte (Tab. A.1 im Anhang), konnten de-
naturierende Effekte beider Detergenzien auf das Enzym ausgeschlossen werden.

Die durchgeführten DLS-Experimente zeigten, dass die schrittweise Konzentrations-
änderung der im Standardsubstratgemisch verwendeten Komponenten einen unmit-
telbaren Einfluss auf den hydrodynamischen Radius der Mizellen hatte
(Abschnitt 4.5.1). Ähnliche Veränderungen der hydrodynamischen Radien wurden
bereits für Mizellen aus ionischen und nicht-ionischen Detergenzien beschrieben und
mit zahlreichen biophysikalischen Methoden untersucht (Abschnitt 2.2.3). Des Weite-
ren finden sich Publikation, die sich mit der Berechnung und Vorhersage der CMC,
Größe und Form von Mizellen beschäftigen [220, 221].
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Der Vergleich der aus Aktivitäts- und DLS-Experimenten gewonnenen Daten zeigt,
dass die durch die Erhöhung der SDS-, Triton X-100- und PpNP-Konzentration
(Abb. 4.22 A) induzierten Änderungen der Aktivität der PLDα im Wesentlichen mit
den beobachteten Änderungen des hydrodynamischen Radius korrelieren. Bei allen
durchgeführten Messungen führte die Steigerung bzw. Verringerung des hydrodyna-
mischen Radius auch zum Anstieg bzw. zur Abnahme der PLDα-Aktivität. Einzig die
Steigerung der SDS-Konzentration führte ab einer Konzentration von 3 mM SDS zur
kontinuierlichen Verringerung der Enzymaktivität. Währenddessen sank der hydro-
dynamische Radius der Mizellen ab einer Konzentration von 2,5 mM SDS abrupt ab
und lässt sich von da an nicht mehr mit Aktivitätswerten korrelieren (Abb. 4.20 A).
Da jedoch der Umschwung der Aktivitäts- und Radiuswerte bei der gleichen SDS-
Konzentration erfolgte, wird auch hier ein Zusammenhang zwischen beiden Messpa-
rametern vermutet.

Die Korrelation des hydrodynamischen Radius mit der Enzymaktivität wurde eben-
falls bei PLDStr beobachtet (Abb. 4.20 B, 4.21 B und 4.22 B), wobei die Aktivitäts- und
die DLS-Messungen ohne Zugabe von CaCl2 durchgeführt wurden.
Auffallend ist, dass allein die Anwesenheit bzw. Abwesenheit von 100 mM CaCl2
bei steigenden SDS-Konzentrationen gegenteilige Effekte auf den hydrodynamischen
Radius der Mizellen hatte (Abb. 4.20 A und B). Vergleichbar sind diese Ergebnisse
mit den Arbeiten von Molina-Boliâvar et al., bei denen die Zugabe von 2 M KCl zu
Triton X-100 Mizellen zu einem Anstieg des hydrodynamischen Radius von 3,7 auf
7,4 nm führte [150].
Die Ergebnisse verdeutlichen, dass trotz Abwesenheit regulatorischer Untereinheiten
am Enzym, die PLDStr-Aktivität indirekt durch die Größe der Substratmizellen beein-
flussbar ist.

Die Berechnung des hydrodynamischen Radius erfolgt im Fall der DLS-Messungen
auf der Basis der Stokes-Einstein-Gleichung (Gl. 3.8). Da hierbei von einer sphäri-
schen Form der zu messenden Vesikel ausgegangen wird, kann der hydrodynamische
Radius von Vesikeln mit abweichender Gestalt nur ungenau wiedergegeben werden.
Hierdurch könnte sich die in Abbildung Abb. 4.20 A ab einer SDS-Konzentration von
2,5 mM beobachtete Diskrepanz zwischen der PLDα-Aktivität und dem gemessenen
scheinbaren hydrodynamischen Radius erklären.
Zur genaueren Untersuchung der Substratstruktur wurden daher SAXS-Messungen
mit ausgewählten Substratzusammensetzungen in An- und Abwesenheit von 100 mM
CaCl2 durchgeführt.
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5.3.1.1 Schlussfolgerungen aus den SAXS-Messungen

Die sich in Abhängigkeit von der SDS-Konzentration und der nur in Anwesenheit
von 100 mM CaCl2 mittels SAXS nachgewiesenen Strukturänderungen der Substrat-
mizellen (Abb. 4.23) entsprechen denen in der Literatur für ionische Lösungsmittel
beschriebenen Beobachtungen. So beschreiben bspw. Missel et al. [222] und Alargova
et al. [223], dass sich die mit steigenden Detergenzkonzentrationen induzierten Um-
wandlungen anfänglich sphärischer SDS- bzw. SDP2S-Mizellen hin zu zylindrischen
Formen nur in Gegenwart von Kationen beobachten lassen.
Bei den mit SAXS an SDS-Mizellen durchgeführten Untersuchungen von Teixeira et al.
führten steigende Mengen an 1-Decanol auch ohne Zugabe von Kationen zum Über-
gang von sphärischen zu zylindrischen Formen [224]. Obwohl in der vorliegenden
Arbeit, ähnlich wie bei Teixeira et al., gemischte Mizellen untersucht wurden, ent-
sprechen die beobachteten Formveränderungen in ihrer Abhängigkeit von der CaCl2-
Konzentration somit eher den Ergebnissen von Missel et al. [222] und Alargova et al.
[223], die mit Mizellen aus reinen Detergenzien arbeiteten.

Die mittels SAXS gewonnen Daten bestätigen und erweitern die Ergebnisse der DLS-
Messungen. Es zeigte sich, dass die mittels DLS erhaltenen Ergebnisse zum hydrody-
namischen Radius des Substrats nur ohne Zugabe von CaCl2 uneingeschränkt gültig
sind, da das Substrat nur hier eine sphärische Form besaß (Abschnitt 4.5.2).
Im Unterschied zur DLS-Messung (Abb. 4.20 B) ließ sich mittels SAXS die Verrin-
gerung des hydrodynamischen Radius in Abwesenheit von CaCl2 erst ab SDS-Kon-
zentrationen ≥ 3 mM nachweisen (RG in Tab. 4.2). Die dennoch eindeutige Abnahme
des hydrodynamischen Radius, bei gleichzeitiger Beibehaltung der sphärischen Mi-
zellform, bestätigt die aus den DLS-Messungen erhaltenen Daten und verifiziert die
Abhängigkeit der PLDStr-Aktivität von der Größe der Substratmizellen (Abb. 4.20 B).
Aufgrund der Ausbildung zylindrischer Strukturen die in Anwesenheit von 100 mM
CaCl2 beobachtet wurden, bestätigt sich die im letzten Teil des Abschnitts 5.3.1 geäu-
ßerte Vermutung. Durch die CaCl2-abhängige Strukturänderung geben die DLS-Mes-
sungen nur ein ungefähres Bild des hydrodynamischen Radius der Mizellen wieder.
Die bei einigen Messungen beobachtete scheinbare Diskrepanz zwischen Mizellradius
und Enzymaktivität (Abb. 4.20 A) würde bei einem zukünftig durchführten Vergleich
von SAXS- und Aktivitätsmessreihen die in dieser Arbeit postulierte Abhängigkeit
von hydrodynamischen Radius bzw. Form der Substratmizellen und Enzymaktivität
bestätigen.
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5.4 Bolalipide als PLD-Substrate

5.4.1 PC-C24-PC

Es konnte erstmals nachgewiesen werden, dass sowohl PLDα als auch PLDStr in der
Lage sind, artifizielle Bolalipide mit unterschiedlichen Kettenlängen und PC als Kopf-
gruppe zu hydrolysieren.
Die höhere Affinität der PLDα gegenüber PLDStr bei Verwendung von PC-C24-PC als
Substrat zeigt sich in einem um den Faktor 21 geringeren KM-Wert und in einer dop-
pelt so hohen Maximalgeschwindigkeit (Abb. 4.24). Die Untersuchung des Einflusses
von Detergenzien auf Aktivität der PLDα und PLDStr sowie auf den hydrodynami-
schen Radius der PC-C24-PC-Mizellen hatte nicht die gleichen eindeutigen Ergebnis-
se, wie sie für das Standardsubstratgemisch erhalten wurden (Abschnitt 4.5.1). Zwar
führte in Abwesenheit von 100 mM CaCl2 die Steigerung der SDS-Konzentration we-
der zur Beeinflussung der PLDStr-Aktivität, noch änderte sich der hydrodynamische
Radius der Mizellen (Abb. 4.25 B). Dennoch blieb in Gegenwart von 100 mM CaCl2
der hydrodynamische Radius der Mizellen bei steigenden SDS-Mengen über einen
weiten Konzentrationsbereich relativ konstant, während sich die Aktivität der PLDα

kontinuierlich verringerte (Abb. 4.25 A).
Da die Erhöhung der SDS-Konzentration allein keinen inhibierenden Effekt auf die
PLDα-Aktivität hatte (Tab. A.1 im Anhang), liegt die Vermutung nahe, dass es, wie
schon weiter ober beschrieben, zu strukturellen Änderungen der Mizellen gekommen
ist, die die Enzymaktivität beeinflussten und mittels DLS-Messungen nicht nachge-
wiesen werden konnten.

5.4.2 PC-C32-PC

Die v-S-Charakteristik der PC-C32-PC-Lipide konnte in An- und Abwesenheit von
100 mM CaCl2 nur bis zu einer Konzentration von 1,5 mM PC-C32-PC durchgeführt
werden, da weiter steigende Konzentration zur Ausfällung des Lipides führten. Die
bis zu dieser Konzentration durchgeführten Messungen ließen keine eindeutige Un-
terscheidung in der Präferenz von PLDα und PLDStr für PC-C32-PC erkennen
(Abb. 4.26).
Die Aktivitäten der PLDα und PLDStr ließen sich in An- und Abwesenheit von 100 mM
CaCl2 durch Zugabe von SDS und/oder Triton X-100 zu PC-C32-PC sowohl steigern
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als auch senken (Abb. 4.27 und 4.28). Es wird daher wie auch schon in den vorange-
gangenen Abschnitten vermutet, dass sich bedingt durch die Detergenzien die Form
bzw. Anordnung des Substratgemisches änderte, wodurch eine bessere Hydrolyse
durch die Enzyme ermöglicht wurde.

5.5 Zusammenfassende Diskussion zur Aktivierung der PLDα

Um die Funktion von Ca2+-Ionen bei der Aktivierung der PLDα zusammenfassend
zu diskutieren wurden fünf verschiedene Thesen aufgestellt, die die aktivierenden
Eigenschaften von Ca2+ erklären könnten:

a) Ca2+-Ionen sind als Teil des aktiven Zentrums am Katalysemechanismus betei-
ligt

b) Ca2+-Ionen sind unspezifisch an der Oberfläche der PLDα gebunden und ver-
mitteln den Kontakt zu den negativ geladenen Substratmolekülen

c) der Kontakt zu den Phospholipiden der Membran wird durch Ca2+-Ionen ver-
mittelt, die spezifisch an PLDα binden

d) Ca2+-Ionen induzieren konformationelle Änderungen an PLDα, die den anschlie-
ßenden Kontakt mit den Membranlipiden ermöglichen

e) Ca2+-Ionen beeinflussen die Struktur der Membran, wodurch die Bindung der
PLDα indirekt begünstigt wird

Als Mitglieder der PLD-Superfamilie benötigen weder PLDs aus Bakterien noch aus
Säugetieren Ca2+ für ihre Aktivität. Es konnte nachgewiesen werden, dass steigen-
de Ca2+-Konzentrationen inhibierend auf die mikrobielle PLDStr wirkt (Abb. 4.11 A).
Ebenfalls zeigt die Kristallstruktur bakterieller PLD kein Ca2+ im aktiven Zentrum
des Enzyms [86], wodurch geschlussfolgert werden kann, dass Ca2+ nicht am Kataly-
semechanismus beteiligt ist [225, 226, 227].
Es scheint daher wahrscheinlich, dass Ca2+ auch bei der pflanzlichen PLDα nicht an
der Katalyse beteiligt ist und somit Hypothese (a) nicht zutrifft.

Der Bedarf pflanzlicher PLDα nach Ca2+-Ionen ist durch das ebenfalls zweiwertige
Mg2+ nicht zu ersetzen (Abb. 4.5). Da sich Ca2+ und Mg2+ nicht in ihren Bindungs-
affinitäten gegenüber gemischten Mizellen unterscheiden (Abb. 4.16 A) kann Hypo-
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these (b), welche den Kontakt durch Enzym und Substrat durch die unspezifische
Bindung von Ca2+ an PLDα postuliert, ausgeschlossen werden.

Obwohl Mg2+ nicht in der Lage ist PLDα zu aktivieren, vermögen die Ionen Ca2+

von PLDα zu verdrängen und damit die Enzymaktivität zu senken (Abb. 4.8 A). Bei-
de Ionen binden somit an die gleiche Metallionenbindestelle. Während die Bindung
von Ca2+ zu einer aktiven Konformation des Enzyms führt, unterbleibt diese bei der
Bindung von Mg2+. Daraus folgt, dass Hypothese (d) wahrscheinlicher ist als Hypo-
these (c).

Die Aktivierung von PLDα durch Ln3+ liegt in dem im Vergleich zum natürlichen Ak-
tivator Ca2+ ähnlichen Ionenradius und der mit Ca2+ gemeinsam bevorzugten Aus-
bildung von Bindungen mit geladenem und ungeladenem Sauerstoff vor Stickstoff
begründet. Aufgrund der höheren Ladung der Ln3+ erfolgt eine stärkere Interaktion
mit PLDα. Da die ermittelten Hill-Koeffizienten zwischen 1,2 und 2,6 liegen (Tab. 4.1
kann davon ausgegangen werden, dass wenigstens zwei Ca2+- bzw. zwei Ln3+-Ionen
an der Aktivierung beteiligt sind.
Die mittels Fluoreszenzspektroskopie nachgewiesene Bindung von Tb3+ an PLDα er-
brachte zwei Bindungskonstanten, die sich um den Faktor 1000 voneinander unter-
scheiden (Abschnitt 4.3.1). Die zweite Metallionenbindestelle hat zu Ca2+ [66] eine
ähnliche Affinität wie zu Tb3+. Da sich bei Verwendung von Tb3+ nur an der ersten
Metallionenbindestelle ein geringerer KD nachweisen ließ, wird davon ausgegangen,
dass die ersten Metallionenbindestelle entscheidend für die Aktivierung des Enzyms
ist, während die zweite im wesentlichen der Vermittlung des Enzym-Substratkontak-
tes dient.
Verglichen mit Ca2+ erreichte die Enzymaktivität bei Verwendung der Ln3+ nur ca.
30% des Maximalwertes (Abb. 4.5). Für Hypothese (d) spricht, dass trotz höherer Af-
finität zur ersten Metallionenbindestelle die zusätzliche positive Ladung der Ln3+ eine
enzymaktivierende Konformationsänderung zu induzieren scheint, die für die Kata-
lyse weniger optimal ist (Abb 5.2).

Die durch DLS- und SAXS-Messungen nachgewiesen Einflüsse von Größe und Struk-
tur der Substratmizellen auf die Aktivität der PLDα (Abschnitt 4.5) bestätigen Rich-
tigkeit von Hypothese (e). Zusätzlich scheinen in Abhängigkeit von Kationen- und
SDS-Konzentration Mizellstrukturen zu existieren, die eine gesteigerte Akkumulati-
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on von Kationen an der Oberfläche der Mizelle ermöglichen (Abschnitt 4.4.2) und so
wiederum Einfluss auf die Aktivität der PLDα nehmen.
Die Beeinflussung der Enzymaktivität durch Änderung der Substratstruktur konnte
sowohl bei PLDα als auch bei PLDStr nachgewiesen werden, der jegliche regulatori-
sche Untereinheiten fehlen. Hierdurch kann von einer indirekten Beeinflussung der
Enzymaktivität durch die Substratstruktur ausgegangen werden.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich ableiten, dass der die PLDα aktivierende
Effekt durch Ca2+ auf zwei Bindungsereignissen beruht. Zunächst ist eine Konfor-
mationsänderung erforderlich, die durch Ca2+-Konzentrationen im µM-Bereich indu-
ziert wird. Zur Entfaltung der Aktivität müssen weitere Ca2+-Ionen an das Enzym
gebunden werden, wobei hierfür Konzentrationen im mM-Bereich erforderlich sind
(Abb. 5.2).
Während Mg2+-Ionen zwar um die Bindungsplätze am Enzym konkurrieren, aber kei-
ne Konformationsänderung zur kompetenten Enzymform herbeiführen können, bin-
den Ln3+ mit höherer Affinität an PLDα als Ca2+. Hierdurch kommt es ebenfalls zur
Überführung in eine aktive Enzymform, die allerdings nicht die maximale Aktivität
entfalten kann (Abb. 5.2).
Außer dem Effekt von Ca2+ und anderen Kationen auf die Enzymkonformation beein-
flussen Metallionen und Detergenzien die Struktur der Substrataggregate (Ladung,
Größe, Gestalt) und modulieren somit indirekt die Enzymaktivität.
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Pflanzliche Phospholipasen sind bedingt durch ihr breites Substratspektrum wichtige
Hilfsmittel zur industriellen Herstellung artifizieller Phospholipide sowie zur Modi-
fikation von Phospholipiden bei der Produktion von Lebensmitteln und Biodiesel aus
Pflanzenölen (degumming).
Aufgrund der hohen Ca2+-Konzentrationen, die zur vollständigen Aktivierung von
Phospholipasen des α-Typs notwendig sind, kann jedoch die Verwendung solcher En-
zyme zu prozesstechnischen Problemen führen. Die genaue Kenntnis der molekula-
ren Regulationsmechanismen kann somit ein Schlüssel für die erfolgreiche industriel-
le Anwendung dieser Enzyme sein.
Um die Aktivierung von Phospholipase D (PLDα) aus Weißkohl (Brassica oleracea var.
capitata) zu verstehen wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von Ca2+-Ionen
bei der Interaktion des Enzyms mit dessen Substrat untersucht. Zur Erreichung dieses
Zieles wurden folgende Aspekte genauer untersucht:

● Einfluss verschiedener Kationen und Detergenzien auf die Aktivität der PLDα

● Bindungsverhalten von Kationen an Substratmizellen

● Einfluss verschiedener Kationen und Detergenzien auf den hydrodynamischen
Radius und die Struktur der Substratmizellen

● Einfluss des hydrodynamischen Radius und der Struktur der Substratmizellen
auf die Aktivität der PLDα

Neben Aktivitätsstudien und Membranbindungsexperimenten wurden zahlreiche bio-
physikalische Methoden wie Fluoreszenzspektroskopie, Dynamische Lichtstreuung
(DLS) und Röntgenkleinwinkelstreuexperimente (SAXS) durchgeführt.
Um ein differenziertes Bild der PLDα-Aktivierung zu erlangen, wurden die ebenfalls
zu PLD-Superfamilie gehörenden Enzyme PLDγ aus Weißkohl und PLD aus Strepto-
myces (PLDStr) in ausgewählte Experimente einbezogen.
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Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen führten zu den folgenden Er-
gebnissen:

● Ionen der Seltenen Erden (Ln3+) sind die einzigen Metallionen, die Ca2+-Ionen
bei der Aktivierung der PLDα ersetzen können. Wie für Ca2+ existieren mindes-
tens zwei Bindungszentren unterschiedlicher Affinität im mikro- und millimola-
ren Bereich. Trotz der höheren Bindungsaffinität der Ln3+ wird nicht die gleiche
maximale Aktivität wie beim Ca2+ erreicht.

● Mg2+-Ionen konkurrieren um die Ca2+-Bindungsplätze an PLDα, können jedoch
nicht die zur Aktivierung erforderliche Konformationsänderung des Enzyms in-
duzieren. Mg2+ kann Ca2+ auch in Gegenwart von Phosphatidylinositol-4,5-bis-
phosphat (PIP2) nicht ersetzen.

● Neben der Ladung ist der effektive Ionenradius der Kationen entscheidend für
die Interaktion mit den Metallbindestellen der PLDα.

● Die Affinität der Ln3+ ist im Vergleich zum Ca2+ auch gegenüber den anioni-
schen Substratvesikeln um ca. zwei Zehnerpotenzen höher.

● Weder das neutrale Detergenz Triton X-100 (≤ 10 mM) noch das anionische De-
tergenz SDS (≤ 10 mM) haben einen direkten inaktivierenden Einfluss auf PLDα.

● Detergenzien wie Triton X-100 und SDS verändern die Mizellgröße bzw. -gestalt
und beeinflussen hierbei die PLD-Aktivität. Demzufolge muss bei der Interpre-
tation von Aktivitätsdaten, die bei veränderten Substratzusammensetzungen er-
mittelt wurden, der mögliche Einfluss der Substratstruktur auf die Enzymakti-
vität berücksichtigt werden.

● Das erstmalig in E. coli exprimierte Gen sowie die anschließende Teilreinigung
und Charakterisierung der PLDγ aus Weißkohl (B. oleracea var. capitata) zeigten,
dass durch die Inaktivierung des Enzyms bei hohen µM-Konzentrationen an
CaCl2 und PIP2 die differentielle Steuerung unterschiedlicher PLDs möglich ist.

● Die erstmals nachgewiesene Hydrolyse bipolarer Amphiphile (sog. Bolalipide)
durch PLDs verdeutlicht das breite Substratspektrum dieser Enzyme und bietet
die Möglichkeit zur Anwendung im industriellen und medizinischen Bereich.
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Anhang

Tabelle A.1: Einfluss von Triton X-100 und SDS auf Aktivität der PLDs. Die PLDs wurden für
5 min mit 10 mM Triton X-100 bzw. 10 mM SDS in 100 mM Na-Acetat, pH 5,6 inkubiert. Anschlie-
ßend wurde die spezifische Aktivität der Enzyme mit dem PpNP-Aktivitätstest (Abschnitt 3.3.7.1)
bestimmt.

Enzym Detergenz Aktivität (µmol min−1 mg−1)

PLDα - 10,80 ± 1,55

" 10 mM Triton X-100 9,98 ± 1,32

" 10 mM SDS 10,17 ± 1,74

PLDStr - 13,40 ± 2,58

" 10 mM Triton X-100 11,57 ± 2,58

" 10 mM SDS 12,41 ± 2,81
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Abbildung A.1: Vergrößerte Darstellung des Messbereiches zwischen 0 und 5 mM TbCl3 aus
Abbildung 4.13. Der relativ schwache Anstieg der Fluoreszenz zwischen 1,5 und 4,5 mM TbCl3
wurde als Hintergrundsignal identifiziert.
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Anhang

PLDα MAQH----------------------------------LLHGTLHATIYEVDALHTGG-- 24
PLDγ MAHHPIYTETLSMGGGSSHGFGQQPVPFATSSGPLRVELLHGNLDIWVKEAKHLPNMDGF 60

**:* ****.*. : *.. * . .

PLDα -LRSAGFLGKIIS-NVEETIGFGKGETQLYATIDLQKARVGRTRKITDEPKNPKWYESFH 82
PLDγ HNRLGGMLSGLTRRNSSKDEKPSKITSDPYVTVSISGAVIGRTFVISN-SENPVWMQHFD 119

* .*:*. : * .: .* :: *.*:.:. * :*** *:: .:** * : *.

PLDα IYCAHMASDIIFTVKDDNPIGATLIGRAYVPVDEVINGEEVEKWVEILDDDRNPIHGESK 142
PLD VPVAHSAAEVHFVVKDSDIIGSQIMGAVGTPTEQLSSGNRIEGFFPILNSSGKPCKQGAV 179

: ** *::: *.***.: **: ::* . .*.::: .*:.:* :. **:.. :* : :

PLD IHVKLQYFAVEADRNWNMGVKS-AKFPGVPYTFFSQRQGCKVSLYQGAHVPDNFVPKIPL 201
PLD LSLSVQYTPVERMRLYQMGVGFGNECVGVPGTYFPLRKGGRVTLYQDAHVDDGTLPSVYL 239

: :.:** .** * ::*** : *** *:*. *:* :*:***.*** *. :*.: *

PLD AGGKNYEPHRCWEDIFDAITNAKHLIYITGWSVYTEITLVRDSRRPKPGGDMTLGELLKK 261
PLD DGGAQYRHGKCWEDMADAIRQARRLVYITGWSVYHPVRLVRRNNDPTDG---TLGDLLKA 296

** :*. :****: *** :*::*:******** : *** .. *. * ***:***

PLD KATEGVRVLLLVWDDRTSVDVL--KKDGLMATHDEDTENYFNGSEVHCVLCPRNPDDGGS 319
PLD KSQEGVRVLVLVWDDPTSRSLLGFKTQGVMNTSDEETRRFFKHSSVQVLLCPRSGGKGHS 356

*: ******:***** ** .:* *.:*:* * **:*..:*: *.*: :****. ..* *

PLD IVQNLQVSAMFTHHQKIVVVDSEVPSQGGGSEMRRIMSFVGGIDLCDGRYDTPFHSLFRT 379
PLD FIKKSEVGTIYTHHQKTVIVDADA-----GQNRRKIVAFVGGLDVCNGRFDTPKHPLFRT 411

:::: :*.:::***** *:**::. *.: *:*::****:*:*:**:*** *.****

PLD LDTVHHDDFHQPNFTGASITKGGPREPWQDIHSRLEGPIAWDVLYNFEQRWSKQGGKDIL 439
PLD LKTLHKDDFHNPNFL--TTADDGPREPWHDLHSKVDGPAAYDVLANFEERWRKASKSRGL 469

*.*:*:****:*** : :..******:*:**:::** *:*** ***:** * . . *

PLD VKLRELSD------------IIITPSPVMFQEDHDVWNVQLFRSIDGGAAAGFPDSPEVA 487
PLD GKLRSASDDSLLSIERIQDIVGLSEVSSVNENDPETWHAQVFRSIDSSSVKGFPKDPKEA 529

***. ** : :: . : ::* :.*:.*:*****..:. ***..*: *

PLD AEAGLVSGKDNVIDRSIQDAYIHAIRRAKDFIYIENQYFLGSSFAWAADGITPEDINALH 547
PLD TGRNLLCGKNILIDMSIHAAYVKAIRSAQHFIYIENQYFLGSSFNWDSN----KDLGANN 585

: .*:.**: :** **: **::*** *:.************** * :: :*:.* :

PLD LIPKELSLKIVDKIEKGEKFRVYVVVPMWPEGIPESASVQAILDWQRRTLEMMYKDVTQA 607
PLD LIPIEIALKIANKIRAREKFAAYIVIPMWPEGAPTSNPIQRILYWQHKTMQMMYQTIHKA 645

*** *::***.:**. *** .*:*:****** * * .:* ** **::*::***: : :*

PLD LRAQGLE--EDPRNYLTFFCLGNREVKK--EGEYEPAERP-----DPDTDYMRAQEARRF 658
PLD LVEVGLDGQYEPQDFLNFFCLGTREVADGTVSVYNSPRTPPKSNANANAIQVQALKSRRF 705

* **: :*:::*.*****.*** . . *:... * :.:: ::* ::***

PLD MIYVHSKMMIVDDEYIIVGSANINQRSMDGARDSEIAMGGYQPHHLSHRQPAR--GQVHG 716
PLD MIYVHSKGMVVDDEFVLIGSANINQRSLEGTRGTEIAMGGYQPHHSWAKKGSRPRGQIFG 765

******* *:****::::*********::*:*.:*********** :: :* **:.*

PLD FRMSLWYEHLGMLDETFLDPSSLECIEKVNRIADKYWDFYSSESLEHDLPGHLLRYPISV 776
PLD YRMSLWAEHLGFLEQGFEEPENMECVRRVRQLSELNWRQYAAEEVT-EMQGHLLEYPVQV 824

:***** ****:*:: * :*..:**:.:*.:::: * *::*.: :: ****.**:.*

PLD DNEGNITELPGFEFFPDSKARILGNKVDYLPPILTT 812
PLD DRTGKVSSLPGCETFPDLGGKIIG-SFLALQENLTI 859

*. *:::.*** * *** .:*:* .. * **
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Abbildung A.2: Aligment der Aminosäuresequenzen von PLDα und PLDγ aus Weißkohl mit
Kennzeichnung wichtiger Domänenstrukturen. Potentielle Myristilierungsstelle (MGxxxS) der
PLDγ ( ), C2-Domäne ( ), PIP2-Bindestelle (R/KxxxxRxRK) der PLDα (◻), HKD-Motive ( ). Die
Markierung der Domänenstrukturen erfolgte nach [26] und [5]. Das Aligment wurde mit dem Pro-
gramm Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) durchgeführt.
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PLDγ2 ------------------------------------------------------------ 0
PLDγ1 MAHHPIYTETLSMGGGSSHGFGQQPVPFATSSGSLRVELLHGNLDIWVKEAKHLPNMDGF 60
PLDγ MAHHPIYTETLSMGGGSSHGFGQQPVPFATSSGPLRVELLHGNLDIWVKEAKHLPNMDGF 60

PLDγ2 ------------------------------------------------------------ 0
PLDγ1 HNRLGGMLSGLTRRNSSKDEKPSKITSDPYVTVSISGAVIGRTFVISNSENPVWMQHFDV 120
PLDγ HNRLGGMLSGLTRRNSSKDEKPSKITSDPYVTVSISGAVIGRTFVISNSENPVWMQHFDV 120

PLDγ2 ------------------------------------------------------------ 0
PLDγ1 PVAHSAAEVHFVVKDSDIIGSQIMGAVGIPTEQLSSGNRIEGFFPILNSSGKPCKQGAVL 180
PLDγ PVAHSAAEVHFVVKDSDIIGSQIMGAVGTPTEQLSSGNRIEGFFPILNSSGKPCKQGAVL 180

PLDγ2 -------------------GVGNECEGVPGTYFPLRKGGRVTLYQDAHVEDGTLPRVDLD 41
PLDγ1 SMAVQYTHIA-------------------------------------------------- 190
PLDγ SLSVQYTPVERMRLYQMGVGFGNECVGVPGTYFPLRKGGRVTLYQDAHVDDGTLPSVYLD 240

PLDγ2 GGMQYIHGKCWEDMADAIRQAKNLIYITTGWSVYHPVRLVRRNNDPTDGVLGDLLKERSQ 101
PLDγ1 ---------------DAISQARRLVVYITGWSVYHPVRLVRRNNDPTDGTLGDLLKAKSQ 235
PLDγ GGAQYRHGKCWEDMADAIRQA-RRLVYITGWSVYHPVRLVRRNNDPTDGTLGDLLKAKSQ 299

*** ** . : *********************.****** :**

PLDγ2 EGVRVLLLVWDDRTSSNFMGHRTKQH---------------------------------- 127
PLDγ1 EGVRVLVLVWDDPTSRSLLGFKTQGVMNTSDEETRRFFKHSSVQVLLCPRSGGKGHSFIK 295
PLDγ EGVRVLVLVWDDPTSRSLLGFKTQGVMNTSDEETRRFFKHSSVQVLLCPRSGGKGHSFIK 359

******:***** ** .::*.:*:

PLDγ2 ------------------------------------------------------------ 127
PLDγ1 KSEVGTIYTHHQKTVIVDADAGQNRRKIVAFVGGLDVCNGRFDTPKHPLFRTLKTLHKDD 355
PLDγ KSEVGTIYTHHQKTVIVDADAGQNRRKIVAFVGGLDVCNGRFDTPKHPLFRTLKTLHKDD 419

PLDγ2 ------------------------------------------------KIWKHRSCSDDV 139
PLDγ1 FHNPNFLTTADDGPREPWHDLHSKIDGPAAYDVLANSEERWRKASKSRGLGKLRSASDDS 415
PLDγ FHNPNFLTTADDGPREPWHDLHSKVDGPAAYDVLANFEERWRKASKSRGLGKLRSASDDS 479

: * **.***

PLDγ2 LLKINMIIPEMGLSEASSTNDSDPESWHVQVFRSIDSTSVKGFPKDPKQDTGR------- 192
PLDγ1 LLSIERIQDIVGLSEVSSVNENDPETWHAQVFRSIDSSSVKGFPKDPKEATGRNLLCGKN 475
PLDγ LLSIERIQDIVGLSEVSSVNENDPETWHAQVFRSIDSSSVKGFPKDPKEATGRNLLCGKN 539

**.*: * :****.**.*:.***:**.********:**********: ***

PLDγ2 ------------------------------------------------------------ 192
PLDγ1 ILIDMSIHAAYVKAIRSAQHFIYIENQYFLGSSFNWDSNKDLGANNLIPIEIALKIANKI 535
PLDγ ILIDMSIHAAYVKAIRSAQHFIYIENQYFLGSSFNWDSNKDLGANNLIPIEIALKIANKI 599

PLDγ2 ------------------------------------QMMYQTIYKALVEAELDGQYEPQD 216
PLDγ1 RAREKFAAYIVIPMWPEGAPTSNPIQRILYWQHKTMQMMYQTIHKALVEVGLDGQYEPQD 595
PLDγ RAREKFAAYIVIPMWPEGAPTSNPIQRILYWQHKTMQMMYQTIHKALVEVGLDGQYEPQD 659

*******:*****. *********

PLDγ2 YLNFFCLGTREASDETVSKYSSRNQPKKIA---KPNAAQALKSRRFMIYVHSKGMVVDDE 273
PLDγ1 FLNFFCLGTREVADGTVSVYNSPRTPPKSNANANAIQ----------------------- 632
PLDγ FLNFFCLGTREVADGTVSVYNSPRTPPKSNANANAIQVQALKSRRFMIYVHSKGMVVDDE 719

:**********.:* *** *.* . * * :
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PLDγ2 FVLIGSANINKRSLEGTRDTEIAMGGYQLHHSWAKKGSRPRGQIYGYRMSLWAEHLGFLE 333
PLDγ1 ------------------------------------------------------------ 632
PLDγ FVLIGSANINQRSLEGTRGTEIAMGGYQPHHSWAKKGSRPRGQIFGYRMSLWAEHLGFLE 779

PLDγ2 QGFEEPE-MECVRRVRHLSELNWRQYAAEEVTVMTSHLLKYPVQVDRTGKVSSLPGCKTF 392
PLDγ1 ------------------------------------------------------------ 632
PLDγ QGFEEPENMECVRRVRQLSELNWRQYAAEEVTEMQGHLLEYPVQVDRTGKVSSLPGCETF 839

PLDγ2 PDVGGKIGHVLWAGTKPIHLEVTL 416
PLDγ1 ------------------------ 632
PLDγ PDLGGKIIGSFLALQENLTI---- 859

Abbildung A.3: Aligment der Aminosäuresequenzen von PLDγ sowie den aus der Publi-
kation von Novotná et al. [218] entnommenen Sequenzen der in Weißkohl nachgewie-
senen Enzyme PLDγ1 und PLDγ2. Mittels Massenspektrometrie detektierte mögliche Phos-
phorylierungsstellen der PLDγ1 ( ). Das Aligment wurde mit dem Programm Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) durchgeführt.
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Anhang

SAXS Daten

Nachfolgend sind die durch unterschiedliche Substratzusammensetzungen erhalte-
nen Streudaten der Mizellen, sowie die darauf beruhende Abstandsverteilungsfunk-
tion dargestellt. Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Gnom.
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