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Das Kiwellinprotein: uber die biolo-
gische Funktion eines Allergens
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Kiwellin proteins of plants have previously been recognized as important
human allergens, however their biological role remained unknown. Here,
we discuss recent progress towards an understanding of their role as
plant-defense proteins towards pathogenic fungi and beyond.
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B Ein Kiwellinprotein wurde erstmals im
Jahr 2005 aus Friichten des Chinesischen
Strahlengriffels (Actinidia chinensis, ,Kiwi
Gold“) isoliert [1]. Seitdem wurden Kiwellin-
artige Proteine auch in anderen Pflanzen und
deren Friichten gefunden. Uber Rontgen-
kristallstrukturanalyse konnte gezeigt wer-
den, dass das etwa 28 Kilodalton schwere
Kiwellinprotein aus einer konservierten

B-Fass(f-barrel)-Doméne besteht, welche
durch zahlreiche Disulfidbriicken stabilisiert
wird (Abb. 1, [2]). Am N-terminalen Ende der
B-Fass-Doméne finden sich zwei weitere anti-
parallele B-Strange, die durch Disulfidbrii-
cken stabilisiert werden. Das Kiwellin in der
Kiwi gehort unter der Bezeichnung Act d5 zu
den wichtigsten Allergenen im essbaren Teil
der Kiwifrucht. Es ist damit als primares Mar-
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1 <« Abb. 1: Architek-
tur der Kiwellinprotei-
ne. Kristallstrukturen
der Kiwellinproteine
aus Kiwi (A) und

Mais (B). Die Struktu-
ren wurden in den
Regenbogenfarben
beginnend von ihren
N- hin zu den C-Ter-
mini eingefarbt. Der
Zugangscode zur Pro-
tein-Datenbank (PDB)
ist 4PMK und 6FPG
fiir die Kiwelline der
Kiwi- und der Mais-
pflanze.
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kerallergen fiir eine Kiwi-Sensibilisierung
definiert. Die biologische Bedeutung von
Kiwellinproteinen war bisher nicht bekannt.

Cmu1 - Effektor eines pathogenen
Pilzes

Im Zentrum fiir Synthetische Mikrobiologie
(SYNMIKRO), einer Forschungsallianz, beste-
hend aus Gruppen der Universitat Marburg
und des Max-Planck-Institutes fiir terrestri-
sche Mikrobiologie, beschaftigten wir uns mit
dem molekularen Verstdndnis des hoch-
abundanten Effektorproteins Cmul. Cmul
wird von dem biotrophen Pilz Ustilago maydis
neben Hunderten anderer Effektoren im Lau-
fe der Infektion seiner Wirtspflanze Mais (Zea
mays) in ebendiese sekretiert [3]. Diese sekre-
tierten Effektoren bilden die molekulare
Grundlage fiir eine erfolgreiche Kolonisierung
der Maispflanze und damit die Auslosung der
Maisbeulenbrand-Krankheit (Abb. 2A).

Dabei konvertiert die Chorismatmutase
(CM) Cmul das zentrale Stoffwechselinter-
mediat Chorismat zu Prephenat und mani-
puliert damit den Shikimisdurestoffwechsel-
weg der Pflanze (Abb. 2B). Dieser ist unter
anderem zentral fiir die Produktion von Sali-
cylsaure — einem wesentlichen Immunsignal
der Pflanze [4]. Durch diese Veranderungen
des pflanzlichen Metabolismus unterdriickt
U. maydis das Immunsystem der Pflanze zu
seinem Vorteil. Forschungen der letzten Jah-
re konnten zeigen, dass die Unterdriickung
von Salicylsdurebiosynthesewegen durch
sekretierte Chorismatmutasen (oder auch Iso-
chorismutasen) eine weitverbreitete Strate-
gie von pflanzenpathogenen Pilzen, Oomyce-
ten und Nematoden darstellt.

Normalerweise werden Chorismatmutasen
durch die Aminosauren Tryptophan und Tyro-
sin positiv bzw. negativ allosterisch reguliert
(Abb. 2C, [5]). Interessanterweise konnte fiir
die pilzliche Chorismatmutase Cmul keine
allosterische Regulation festgestellt werden. Die
von uns bestimmte Kristallstruktur von Cmul
zeigt deutlich, dass sich das Protein von regu-
lierten CMs in der allosterischen Kontrollre-
gion stark unterscheidet und damit ,resistent*
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A Abb. 2: Rolle des Mais-Kiwellin (ZmKwl1). A, Maisbeulenbrand (Bild: Prof. Kahmann, Bauerbach
bei Marburg, 2015). B, Die Corismatmutase Cmu1 aus Ustilago maydis konvertiert Chorismat zu
Prephanat und entzieht der Pflanze damit den Vorlaufer zur Biosynthese des Immunsignals Salyci-
lat. C, Strukturvergleich der Chorismatmutase (CM) Aro7p aus Saccharomyces cerevisiae (links;
PDB-ID: 5CSM) und von Cmu1 aus U. maydis (rechts; PDB-ID: 6FPG). Beide CMs sind in der Archi-
tektur des aktiven Zentrums identisch, unterscheiden sich aber deutlich im Aufbau der allosteri-
schen Seite. Wahrend diese in Aro7p vorhanden ist und die Regulation des Enzyms durch Amino-
sduren (z. B. Tryptophan, Trp) erlaubt, ist sie in Cmu1 verloren gegangen und durch die extended
loop-Region ersetzt. Damit ist Cmu1 nicht mehr durch Aminosauren regulierbar. D, Die Kristall-
struktur des Cmu1/ZmKwl1-Komplexes zeigt das Cmu1-Homodimer (griin), an welches zwei
ZmKwl 1-Monomere binden (blau). E, ZmKwl1 (grau und als Proteinoberflache dargestellt) bindet
groBflachig unter Einbeziehung der extended loop-Region an Cmu1 und versperrt den Zugang von

Substraten zum aktiven Zentrum des Enzyms.
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gegeniiber einer allosterischen Regulation
durch Aminoséuren ist (Abb. 2C, [6]). Diese
Beobachtung warf jedoch auch die Frage auf, ob
die Maispflanze Strategien entwickelt hat, um
die unkontrollierte Aktivitat dieses Pathogen-
Enzyms im Zaum zu halten und damit den
Infektionsprozess zu Kontrollieren.

Ein Kiwellin als
Pflanzenabwehrprotein

Um potenzielle Pflanzenfaktoren zu identifi-
zieren, welche die Cmul-Aktivitat beeinflus-
sen, infizierten wir Maissdmlinge mit einem
U. maydis-Stamm, der ein Affinitats-Tag-mar-
kiertes Cmul-Protein sekretiert, und fiihrten
pulldown-Experimente im Pilz-Pflanzen-Infek-
tionslysat durch [6]. In diesen Experimenten
konnten wir ein hypothetisches Protein der
Maispflanze (GRMZM2G073114) als mog-
lichen Interaktionspartner von Cmu1l identi-
fizieren. Die in silico-Analyse des unbekann-
ten Proteins zeigte schnell dessen {iber 80-
prozentige Identitdat zu dem oben erklarten
Kiwellin aus der Kiwipflanze. Daher haben
wir das hypothetische Maisprotein Kiwellin 1
(ZmKwl1) genannt; die Nummer 1 deshalb,
weil 19 weitere Sequenzen im Genom der
Maispflanze identifiziert wurden, die Kiwel-
lin-artige Proteine codieren. Eine bereits vor-
handene RNA-Sequenzierungsanalyse der
Pilz- und Pflanzengene wahrend der biotro-
phen Interaktion der Maispflanze mit U. may-
dis zeigte, dass ZmKwll das einzige der
20 Kiwellin-Gene ist, das stark wahrend der
Infektion mit U. maydis hochreguliert ist. Das
silencing der ZmKwl1-mRNA fiihrte zu einer
deutlich hoheren Virulenz des Pilzes, was
nahelegte, dass ZmKwl1 ein pflanzliches
Abwehrprotein zur Kontrolle der Aktivitit des
Pathogen-Enzyms Cmul ist.

Um den Mechanismus besser zu verstehen,
wurde der Cmul/ZmKwl1-Komplex aus sei-
nen rekombinant hergestellten Einzelkom-
ponenten konstituiert und biochemisch sowie
strukturell charakterisiert [6]. Dabei zeigte
sich, dass zwei ZmKwl1-Molekiile hochaffin
an die homodimere Cmul binden und dass
dies die Chorismatmutase-Aktivitat inhibiert
(Abb. 2D). Die hochaufgeldste Struktur des
Cmul/ZmKwl1-Komplexes zeigte, dass das
Abwehrprotein den Zugang von Substrat zum
aktiven Zentrum der Cmul und damit deren
katalytische Funktion blockiert (Abb. 2E).

Eine neue Klasse von
Abwehrproteinen?

Durch phylogenetische Untersuchungen in
Zusammenarbeit mit Stefan Rensing, Uni-
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versitat Marburg, zur Verteilung von Kiwellin-
artigen Proteinen wurde festgestellt, dass sol-
che Proteine in Pflanzen weitverbreitet vor-
kommen, aber auch in einigen Pilzen zu fin-
den sind. Damit gehoren die Kiwelline zu
einer groBen und bis jetzt nur in einem Bei-
spiel verstandenen Klasse von Abwehrpro-
teinen. Allein in der Maispflanze finden sich
weitere 19 Kiwellin-artige Proteine, und es ist
anzunehmen, dass sich diese gegen weitere
pathogene Effektoren richten. Dass Kiwelli-
ne ein nicht unwesentlicher Teil einer uni-

versellen pflanzlichen Abwehrreaktion sein
konnten, legen auch friihere Studien nahe,
welche die Produktion von Kiwellinproteinen
in Tomaten und Kartoffeln nach einem Befall
durch pathogene Organismen zeigen (z. B.
[71).

Daher wird es spannend sein zu sehen, ob
weitere Effektoren durch Kiwelline erkannt
und in ihrer Funktion moduliert werden. Dar-
tiber hinaus ist unklar, ob den Kiwellinen -
nachdem sie einen Effektor gebunden haben -
eine weitere Rolle zukommt, z. B. als Signal
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fiir die Pflanze. Auch stellt sich die Frage, ob
Kiwelline nur in Wirt-Krankheitserreger-Kon-
stellationen wirken oder ob sie moglicher-
weise auch in symbiotischen oder opportu-
nistisch-pathogenen Beziehungen eine Rolle
spielen.
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