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Einleitung 1

1. Einleitung

Pflanzen sind in ihrer Umwelt einer Vielzahl unterschiedlicher potentiell pathogener
Mikroorganismen ausgesetzt. Dennoch kommt es in der Regel nicht zu einer kompatiblen
Pflanzen-Pathogen-Interaktion, in deren Verlauf sich das Pathogen vermehrt und die
Pflanze Krankheitssymptome ausbildet. Die meisten dieser Interaktionen verlaufen
inkompatibel, d. h. die Pflanze ist resistent gegentiber einem entsprechenden Pathogen und
kann dem entsprechend nicht von diesem besiedelt werden. Dabei kdénnen mehrere
Resistenzmechanismen unterschieden werden, die an der Pathogenabwehr beteiligt sind.
Neben der Basalen und Rassenspezifischen Resistenz konnten in den letzten Jahren
mehrere Komponenten der Nichtwirtsresistenz identifiziert werden, die in der vorliegenden
Arbeit ndher betrachtet werden soll (zusammengefasst in Jones und Dangl, 2006; Chisholm
et al., 2006).

1.1 Nichtwirtsresistenz

Der Begriff Nichtwirtsresistenz bezeichnet die am meisten robuste und dauerhafteste Form
der pflanzlichen Krankheitsresistenz in der Natur (Heath, 2000; Thordal-Christensen, 2003).
Er beschreibt das Phanomen, dass eine komplette Pflanzenspezies resistent gegentber
allen genetischen Varianten eines bestimmten Pathogens ist (Heath, 2000; Thordal-
Christensen, 2003). Somit bildet diese Immunitatsform die Grundlage fiir die Resistenz der
meisten Pflanzen gegenliber einer Vielzahl potentieller pflanzenschadigender
Mikroorganismen. Auch wenn die molekularen Mechanismen der Nichtwirtsresistentz noch
nicht vollstandig erforscht sind, wird jedoch angenommen, dass ein Zusammenspiel
verschiedenster Abwehrkomponenten an dieser Form der Resistenz beteiligt ist.

Zur Untersuchung dieser Mechanismen wurde unter anderem das Pathosystem
Arabidopsis-Gerstenmehltau verwendet, das auch die Grundlage fir die Analysen der
vorliegenden Arbeit bildet.

Die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana ist eine dikotyledone Pflanze, wahrend der
eigentliche Wirt des Gerstenmehltaupilzes Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), die
monokotyledone Gerste (Hordeum vulgare) ist. In Abbildung 1.1 ist der asexuelle
Entwicklungszyklus des biothrophen Ascomyceten Bgh auf Gerste dargestellt. Nachdem die
Konidiospore auf der Blattoberflache gelandet ist, bildet diese kurze Zeit spater den
primaren Keimschlauch aus. Die Funktion des primaren Keimschlauchs ist bisher nicht

geklart, es wird allerdings vermutet, dass dieser der Anheftung der Spore an der
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Blattoberflache dient. Wenige Stunden spater bildet die Konidiospore den sekundaren
Keimschlauch aus, an dessen Ende sich das so genannte Appressorium formiert. Mit Hilfe
des Appressoriums und des in ihm gebildeten Penetrationskeils durchstdf3t der Pilz die
pflanzliche Zellwand. Nach der erfolgreichen Penetration wird die Plasmamembran des
Wirts bei der Entwicklung des pilzlichen Haustoriums eingestllpt, jedoch nicht zerstort.
Durch die Bildung des Haustoriums kann der Pilz nun Nahrstoffe und Wasser flr seinen
Stoffwechsel aus der Pflanzenzelle gewinnen und dadurch weitere Pilzhypen ausbilden, die
dann zur Entstehung von Mikrokolonien fiihren. Der Entwicklungszyklus ist nach ca. 5 Tagen
durch die Produktion neuer Sporen an den Konidiophoren abgeschlossen

(zusammengefasst in Both et al., 2005).
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Abb. 1.1: Asexueller Entwicklungszyklus von Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) auf Gerste (aus Both et
al., 2005).

Im Gegensatz zur vorgestellten kompatiblen Interaktion kann der Gerstenmehltaupilz seinen
Entwicklungszyklus auf Arabidopsis nicht vollenden. Die versuchte Penetration des nicht-
adaptierten Pilzes wird entweder durch pra- oder postinvasive Abwehrmechanismen
gestoppt (Lipka et al., 2005). Prainvasive Abwehrreaktionen bestehen zum Einen aus
konstitutiven und zum Anderen aus induzierbaren Mechanismen (Heath, 2000; Thordal-
Christensen, 2003). Die pflanzliche Zellwand stellt ein konstitutives mechanisches Hindernis

dar, welches die Invasion der meisten ,Mochtegern®-Pathogene verhindert. Zusatzlich zur



Einleitung 3

mechanischen Festigkeit der Zellwand, die der Pathogeninvasion entgegenwirkt, beinhaltet
diese toxische Sekundarmetabolite, sowie antimikrobielle Enzyme wie Chitinasen oder
Glucanasen (Thordal-Christensen, 2003).

Im Unterschied zu den Kkonstitutiven Abwehrmechanismen werden die induzierbaren
Komponenten erst nach der Erkennung des mikrobiellen Pflanzenschadlings aktiviert
(NUrnberger und Lipka, 2005). Die Erkennung hangt dabei von der Perzeption sogenannter
PAMPs (,pathogen-associated molecular patterns®) ab. PAMPs sind entweder Fragmente
von Mikroorganismen selbst wie Chitin und Flagellin, oder Abbauprodukte der pflanzlichen
Zellwand, die auch als DAMPs (,damage-associated molecular patterns®) bezeichnet und
durch die Aktivitat des Pathogens freigesetzt werden (Nurnberger und Lipka, 2005; Boller
und Felix, 2009). Die Perzeption der PAMPs erfolgt hierbei durch spezifische Rezeptoren
(,PRRs - pattern recognition receptors®), die in der Plasmamembran lokalisiert sind und das
Signal auf eine nachgeschaltete Kaskade ubertragen. Diese Signaltransduktion bewirkt
wiederum eine transkriptionelle Induktion von Genen, die an der Pathogenabwehr beteiligt
sind (Felix et al.,, 1999; Asai et al., 2002; Thordal-Christensen, 2003; Petutschnig et al.,
2010). Den gesamten Vorgang der PAMP-Perzeption, Signaltransduktion und
Genaktivierung bezeichnet man auch als PAMP-induzierte Immunisierung (,PAMP-triggered
immunity - PTI*, Jones und Dangl, 2006; Chisholm et al., 2006). Das Ergebnis der PTI kann
unter anderem die Zellpolarisation sein, die zu einer zielgerichteten Verstarkung der
Zellwand und fokalen Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies oder Phytoalexinen
fuhrt (NUrnberger und Lipka, 2005). Diese Verstarkung der Zellwand, auch Papille genannt,
kann in der Interaktion von Pflanzen mit phytopathogenen Pilzen unterhalb des
Appressoriums fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden. Hierzu wird die in der
Papille vorhandene Callose mit dem Fluoreszenzfarbstoff Anilinblau eingefarbt (siehe Abb.
1.2; Stone et al., 1984). Callose ist ein Biopolymer aus Glucose-Einheiten, die Uber eine -
1,3-glycosidische Bindung miteinander verknupft sind (Aspinall und Kessler 1957). Es wird
davon ausgegangen, dass Callose als Gerlst zur Einlagerung von reaktiven
Sauerstoffspezies, toxischen Sekundarmetaboliten und weiteren Polysacchariden dient,
aber vermutlich nicht zur Verstarkung der Papille beitragt (Smart et al., 1986; Bolwell, 1993;
Bestwick et al., 1997; Thordal-Christensen et al., 1997; Heath, 2002; Jacobs et al., 2003).
Mit Hilfe genetischer Screens konnten in den letzten Jahren zusatzlich weitere molekulare
Komponenten identifiziert werden, die Bestandteil der PTI sind. Zu diesen Komponenten
gehdren die PEN (Penetration) -Proteine PEN1 bis PEN4 und die Cytochrom-P450-
Monooxygenase CYP81F2. Al diese unterschiedlichen Enzyme sind an der
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis beteiligt (Collins et al., 2003; Lipka et al., 2005; Stein et
al., 2006; Melisa Lim, persdnliche Kommunikation; Bednarek et al., 2009). Eine Mutation der

einzelnen Proteine fiihrt zu einer erhohten Penetrations- und Zelltodrate nach Inokulation mit
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nicht-adaptierten Mehltauspezies, jedoch nicht zum Verlust der Resistenz. Erst ein Verlust
von mehreren Komponenten der Pra- und Post-Invasionskontrolle fihrt zum Bruch der
Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegenliber dem Gerstenmehltaupilz (Lipka et al., 2005).
Im Folgenden werden nun die einzelnen Komponenten der prainvasiven Nichtwirtsresistenz

genauer vorgestellt.

Abb. 1.2: Prd- und postinvasive Abwehreaktionen tragen zur Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis
gegenuber inkompatiblen Mehltaupilzen bei.

(A) Prainvasive Abwehrmechanismen, wie z. B. die Bildung von Papillen, verhindern eine erfolgreiche
Penetration der Pflanzenzelle. Durch postinvasive Abwehrmechanismen kommt es entweder (B) zur
Einkapselung des Haustoriums oder (C) zur Zelltodreaktion, welche die weitere Entwicklung des Pilzes endgliltig
stoppt. Die pilzliche Struktur ist mit Coomassie-Brilliant-Blau (dunkelblau) und die pflanzliche Callose mit
Anilinblau (hellblau) angefarbt. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden 72 Stunden nach Inokulation
von pen2-1-Mutanten Pflanzen mit Bgh gemacht. Ap, Appressorium; Ha, Haustorium; Pa, Papille; Pk primarer
Keimschlauch, Sk, sekundarer Keimschlauch; Sp, Spore; Zw, Zellwand. Mastabsbalken = 25 ym.

1.1.1 PEN1

Das PEN1-Gen, ebenso bekannt als SYP121 (,syntaxin of plants 121“), codiert fir ein
plasmamembran-lokalisiertes SNARE-Protein (,soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein receptor®; Collins et al, 2003). SNARE-Proteine sind in
Membranfusionen von Vesikeln und sekretorischen Prozessen, sowie in Exo- und
Endocytose involviert (zusammengefasst in Lipka et al., 2007).

Durch die funktionale Fusion des PEN1-Proteins mit GFP (,green fluorescent protein®)
konnte in fluoreszenzmikroskopischen Analysen eine fokale Akkumulation des

Reporterproteins in  Subdomanen der Plasmamembran unterhalb des pilzlichen
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Appressoriums nachgewiesen werden (Abb. 1.3A; Collins et al., 2003). Weiterfiihrende
Studien von Meyer et al. (2009) konnten zusatzlich einen Einschluss von GFP-PEN1 in
Papillen und eingekapselten Haustorien demonstrieren, der vermutlich durch die Bildung
und Freisetzung von Exosomen bedingt ist.

Als weitere Komponenten des PEN1-vermittelten Abwehrmechanismus konnten die Proteine
SNAP33 (,synaptosome-associated protein 33%) und VAMP721 bzw. VAMP722 (,vesicle-
associated membrane protein 722%) identifiziert werden (Kwon et al., 2008a). Wahrend das
Adapterprotein SNAP33 ebenfalls mit der Plasmamembran assoziiert, ist das VAMP722-
Protein in der Peripherie eines bis jetzt noch nicht identifizierten
Endomembrankompartiments lokalisiert (Heese et al., 2001; Kwon et al., 2008a). Wie die
Analysen von Kwon et al. (2008a) weiter gezeigt haben, bilden PEN1, SNAP33 und
VAMP721/722 einen pathogen-induzierten, detergenz-resistenten ternaren Komplex aus.
Diese Komplexformation fihrt wiederum zur Fusion des VAMP721/722-assoziierten
Endomembrankompartiments mit der Plasmamembran und bewirkt dadurch die Sekretion
der transportierten Substanzen in den Apoplasten unterhalb der Pathogen-Interaktionsstelle
(Kwon et al., 2008a). Es wird angenommen, dass es sich bei den sekretierten Substanzen
um Stoffe handelt, die entweder zur Verstdrkung der Zellwand beitragen und/oder
antimikrobielle Eigenschaften haben (Collins et al., 2003). Eine Beteiligung von PEN1 an der
Callosedeposition in Papillen und eingekapselten Haustorien konnte nach Meyer et al.
(2009) jedoch ausgeschlossen werden. Allerdings konnten Assaad et al. (2004)
demonstrieren, dass in penl-1-Mutanten die Papillenbildung um ca. 2 Stunden verzdgert ist.
Somit scheint das SNARE-Protein notwendig fiir eine mdglichst friihzeitige Formation der
Papille zu sein. Weiterhin vermuteten sie, dass ein Verlust des PEN1-Proteins durch
funktionsredundante Syntaxine kompensiert wird.

Interessanterweise zeigen penl-Mutanten keine erhéhte Suszeptibilitit gegentber
adaptierten Mehltauspezies wie Golovinomyces cichoracearum (Stein et al.,, 2006). Im
Kontrast dazu, zeigen pen2-Mutanten eine deutlich erhohte Anfalligkeit gegentber
adaptierten Mehltauspezies (Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006). Durch Kreuzung der
beiden Mutantenlinien konnte zusatzlich gezeigt werden, dass die Penetrationsrate in der
Nichtwirtsresistenz gegenuber Bgh im Unterschied zu den Einzelmutanten deutlich erhoht
ist. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass PEN1 und PEN2 unabhangig
voneinander in unterschiedlichen prainvasiven Abwehrmechanismen agieren. Im Gegensatz
dazu konnte ein kooperatives Zusammenwirken von PEN2 mit den Komponenten PEN3,
PEN4 und CYP81F2 nachgewiesen werden (Stein et al., 2006; Melisa Lim, personliche

Kommunikation; Bednarek et al., 2009).



Einleitung 6

A PassiGFP-PEN1 B PeyPEN2-GFP C  PeengiPEN3-GFP Sp

N

Abb. 1.3: PEN-Genprodukte unterliegen der pathogen-induzierten Zellpolarisation.

(A) Das GFP-markierte SNARE-Protein PEN1 akkumuliert in Subdoméanen der Plasmamembran am Ort der
versuchten Invasion 24 Stunden nach Inokulation mit Bgh. (B) PEN2-GFP-assoziierte Membrankompartimente
konzentrieren sich fokal an der Invasionsstelle 18 Stunden nach Inokulation (Bgh). (C) Der Plasmamembran
lokalisierte ABC-Transporter PEN3-GFP akkumuliert ebenfalls an der Penetrationsstelle 19 Stunden nach
Inokulation mit Bgh. Die pilzliche Struktur ist mit dem organischen Farbstoff FM 4-64 gefarbt. Ap, Appressorium;
Sp, Spore. Mal3stabsbalken = 10 pm.

1.1.2 PEN2

Das PEN2-Gen codiert fiir eine von 48 vorhergesagten Familie1-Glycosidhydrolasen (F1GH)
in Arabidopsis (Lipka et al., 2005). F1GHs hydrolysieren die O- bzw. S-glycosidische
Bindung zwischen einer Glycosid- und einer Nicht-Kohlenhydrat-Komponente, die auch
Aglycon genannt wird. Aglycons stellen die aktive Form des Substrats dar und sind an einer
Reihe unterschiedlicher pflanzlicher Prozesse, wie Entwicklungsprozesse,
Zellwandmodifikationen und Abwehrreaktionen gegenlber Pathogenen beteiligt (Xu et al.,
2004).

Unter den Mitgliedern der F1GHs stellt das PEN2-Gen eine evolutive Neuerrungenschaft
des Arabidopsis-Genoms dar (Consonni et al., 2006). Aulderdem zeichnet sich das PEN2-
Protein durch seine einzigartige C-terminale Extension im Vergleich zu den anderen
Mitgliedern der Familie1-Glycosidhydrolasen aus (Lipka et al., 2005). Diese Extension
besteht aus einer 15 Aminosauren langen Region geringer Komplexitat, gefolgt von einer 28
Aminosauren grofRen helikalen Struktur. Aufgrund von bioinformatischen Analysen wird
angenommen, dass es sich bei der helikalen Struktur um eine Transmembrandomane
handelt, die mdglicherweise der Integration des Proteins in Membranen dient (Arai et al.,
2004). Die Bedeutung dieser Region flir die Funktionalitat des PEN2-Proteins konnte durch
die Expression eines Deletionskonstrukts (PEN2,3) im pen2-Mutantenhintergrund
demonstriert werden (Lipka et al., 2005). Obwohl die Proteinstabilitdt des PEN2,,5-Proteins
nicht beeintrachtigt war, konnte das Deletionsprotein dennoch nicht den pen2-Phanotyp
komplementieren. Inwiefern diese Deletion die enzymatische Aktivitdt und/oder die

subzelluldre Lokalisation des Proteins beeinflusst, wurde bisher nicht gezeigt.



Einleitung 7

Um die subzelluldare Lokalisation von PEN2 in der pflanzlichen Zelle zu bestimmen,
generierte Lipka et al. (2005) ein GFP-Fusionsprotein. Dazu wurde das GFP-Molekdl
zwischen dem vorhergesagten globuldren Teil und der C-terminalen Extension von PEN2
integriert. Im Gegensatz zu direkten N- oder C-terminalen GFP-Fusionen, konnte
ausschliellich das Reporterprotein  mit dem integrierten GFP den pen2-
Penetrationsphanotyp komplementieren (Lipka et al., 2005). Die Expression des PEN2-GFP-
Fusionskonstrukts erfolgte dabei unter der Kontrolle des nativen PEN2-Promotors im
Mutantenhintergrund. Mit Hilfe von konfokaler Fluoreszenzmikroskopie konnte die
subzellulare Lokalisation des Fusionsproteins genauer bestimmt werden. Entsprechend
diesen Analysen ist das PEN2-GFP-Protein vornehmlich in Epidermiszellen exprimiert. Es
weist eine Lokalisation im Cytoplasma auf und ist zusatzlich mit der Peripherie eines
mobilen Membrankompartiments assoziiert, welches eine spharische bis stabchenformige
Struktur von ca. 1 ym GroRe besitzt (Lipka et al., 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass das PEN2-GFP-assoziierte Kompartiment 14 bis 16 Stunden nach Inokulation mit Bgh
an Orten der versuchten Invasion fokal akkumuliert (Abb. 1.3B; Lipka et al., 2005). Mit Hilfe
der transienten Expression eines RFP-markierten peroxisomalen Matrix-Proteins wurde eine
Lokalisation von PEN2-GFP in der Peripherie von Peroxisomen postuliert. Allerdings konnte
nicht gezeigt werden, ob das PEN2-Protein mit samtlichen Peroxisomen assoziiert ist, oder
vielleicht nur mit einer Subpopulation.

Durch die Arbeiten von Bednarek et al. (2009) konnte das Indolderivat 4-Methoxyindol-3-
ylmethylglucosinolat (4MI3G) als Substrat der PEN2-Glycosidhydrolase identifiziert werden
(Abb. 1.4). Interessanterweise ist das Indolderivat Uber eine S-glycosidische Bindung mit
Glucose verknipft. Diese Bindungen werden normalerweise durch eine spezielle Gruppe
der Glycosidhydrolasen gespalten, die als Thioglucosidasen oder auch Myrosinasen
bezeichnet werden (Burmeister et al., 1997; Xu et al., 2004). Wahrend die klassischen
Myrosinasen Glutamin in ihrem katalytischen Zentrum beinhalten, besitzt das PEN2-Protein
Glutaminsaure. Durch die gezielte Mutation der Glutaminsaure (Glu'®—Asp'®) im aktiven
Zentrum des Enzyms konnte nachgewiesen werden, dass die katalytische Funktion von
PEN2 essentiell fir die Nichtwirtsresistenz ist (Lipka et al., 2005). Somit kann PEN2

aufgrund seiner enzymatischen Aktivitat als atypische Myrosinase bezeichnet werden.

HaCO
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Abb. 1.4: Das PEN2-Substrat 4-Methoxyindol-3-yImethylglucosinolat (4MI3G).
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1.1.3 CYP81F2

Wie zuvor erwahnt, konnte das Glucosinolat 4MI3G als Substrat der Myrosinase PEN2
identifiziert werden (Abb. 1.4). An der Glucosinolat-Biosynthese ist unter anderem die
Cytochrom-P450-Monooxygenase CYP81F2 beteiligt (Bednarek et al., 2009). Cytochrom-
P450-Monooxygenasen sind Mitglieder der Familie der Hamproteine, welche eine Vielzahl
unterschiedlicher Substrate oxidieren (zusammengefasst in Hamdane et al., 2008). Das
CYP81F2-Protein gehoért zu einer aus vier Enzymen bestehenden Subfamilie, die
grofltenteils redundante Funktionen aufweisen (Pfalz et al., 2011). Neben CYP81F2 konnten
in friheren Arbeiten weitere Monooxygenasen identifiziert werden, die ebenfalls an der
Synthese von aromatischen Glucosinolaten in Arabidopsis beteiligt sind. So konnte gezeigt
werden, dass CYP79B2 und CYP79B3 nicht nur fir die Synthese des Phytoalexins
Camalexin und des Phytohormons Auxin essentiell, sondern auch fir die Herstellung von
4MI3G notwendig sind (Hull et al., 2000; Glawischnig et al., 2004; Bednarek et al., 2009).
Die subzelluldare Lokalisation der Monooxygenasen, die an der Synthese von 4MI3G
beteiligt sind, ist bisher nicht bekannt. Allerdings konnte mit Hilfe von GFP-Fusionen die
Lokalisation der beiden Monooxygenasen CYP79F1 und CYP79F2 bestimmt werden,
welche an der Synthese von aliphatischen Glucosinolaten beteiligt sind. Beide
Reporterproteine weisen eine Assoziation mit dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) auf
(Reintanz et al., 2001). Es wird angenommen, dass Cytochrom-P450-Monooxygenasen
moglicherweise Bestandteile von Multienzymkomplexen darstellen, die an der
cytoplasmatischen Seite des ERs lokalisiert sind (zusammengefasst in Grubb und Abel,
2006).

Inwieweit CYP81F2 ebenfalls Teil eines ER-lokalisierten Multienzymkomplexes ist, ist noch
nicht bekannt. AulRerdem konnte bis jetzt nicht geklart werden, ob das freigesetzte Aglycon
nach der Hydrolyse des Glucosinolats durch PEN2 eventuell noch weiter modifiziert wird,
bevor es zu seinem Bestimmungsort gelangt. Allerdings konnte durch die Identifikation von
PEN3 ein ABC-Transporter ermittelt werden, der moglicherweise verantwortlich fur den

Transport des Aglycons aus dem Cytoplasma in den Apoplasten ist (Stein et al., 2006).

1.1.4 PEN3

Das PEN3-Gen codiert fur den ABC- (,ATP binding cassette®) Transporter PDRS8
(.,pleiotropic drug resistance 8¢ Stein et al.,, 2006). ABC-Transporter sind in der
Pflanzenzelle unter anderem fir den Transport von Vorstufen des Chlorophylls, Pigmenten,

Lipiden und Auxin verantwortlich. Diese Transporterproteine sind in den Membranen von
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unterschiedlichen Organellen wie Chloroplasten, Mitochondrien und Peroxisomen, aber
auch im Tonoplast und in der Plasmamembran lokalisiert (zusammengefasst in Martinoia et
al., 2002).

Durch die Fusion mit GFP konnte gezeigt werden, dass PEN3-GFP in der Plasmamembran
lokalisiert ist und wie PEN1 ebenfalls an der Pathogen-Interaktionsstelle in Subdomanen der
Plasmamembran fokal akkumuliert (Abb. 1.3C; Stein et al., 2006).

Neben der erhohten Invasionsrate von nicht-adaptierten Mehltausspezies sind pen3-
Mutanten im Unterschied zu penl- und pen2-Mutanten resistenter gegenuber adaptierten
Mehltaupilzen. Diese reduzierte Anfalligkeit konnte auf eine Hyperaktivierung des
Salicylsaure-abhangigen Signalwegs nach Pathogenbehandlung zuriickgeflhrt werden,
wodurch die Basale Resistenz in der pen3-Mutante deutlich erhoht wird (Stein et al., 2006).
Durch die zusatzliche Mutation von PEN2 in der pen3-Mutante konnte dieses Phanomen
teilweise wieder aufgehoben werden. pen2 pen3-Doppelmutanten sind in der kompatiblen
Interaktion weniger suszeptibel als Wildtypflanzen, aber immer noch deutlich anfalliger als
die pen3-Einzelmutante. Stein et al. (2006) haben aus diesen Ergebnissen geschlossen,
dass PEN3 vermutlich flr die Translokation des durch die PEN2-Aktivitat freigesetzten
Aglycons  verantwortlich ist. Demnach kommt es in pen3-Mutanten nach
Pathogenbehandlung zur Akkumulation des Aglycons im Cytoplasma, was wiederum zu
einer Aktivierung der Salicylsaure-abhangigen Zelltodreaktion fihrt (Stein et al., 2006). Ein
aktiver Transportprozess des Indolderivats durch den ABC-Transporter PEN3 konnte zwar
nicht nachgewiesen werden, dafiir konnten Strader und Bartel (2009) demonstrieren, dass
PEN3 fir den Efflux der Auxin-Vorstufe Indol-3-buttersdure in Wurzelepidermiszellen
verantwortlich ist. Indol-3-buttersaure ist wie das PEN2-Substrat ebenfalls ein Indolderivat.
Aufgrund der strukturellen Ubereinstimmung der beiden Molekiile wird die Hypothese, dass
das PEN3-Transporterprotein flr die Translokation des PEN2-aktivierten Aglycons aus dem
Cytoplasma in den Apoplasten verantwortlich ist, zusatzlich bestarkt.

Neben der Funktion des ABC-Tansporters in der Resistenz gegentiber Pathogenen, konnte
zusatzlich eine Beteiligung in der Toleranz gegeniber Schwermetallen festgestellt werden
(Kim et al., 2007). Demnach zeigen pen3-Mutanten ein deutlich reduziertes Wachstum auf
cadmium- bzw. bleihaltigem Nahrmedium als Wildtyppflanzen. Inwiefern die Funktion von
PEN3 in der Schwermetalltoleranz mit der Funktion in der Pflanzenabwehr korreliert oder ob

es sich dabei um vollkommen unterschiedliche Mechanismen handelt, ist nicht bekannt.
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1.1.5 PEN4

Erst kiirzlich konnte mit dem PEN4-Protein eine weitere Komponente der PEN2-vermittelten
Nichtwirtsresistenz identifiziert werden, die ebenfalls in der Schwermetalltoleranz involviert
ist. Das PEN4-Gen codiert fir die Phytochelatin-Synthase 1 (PCS1; Melisa Lim, persoénliche
Kommunikation). Das im Cytoplasma lokalisierte PCS1-Protein katalysiert den letzten Schritt
in der Synthese des Schwermetall-bindenden Polypeptides Phytochelatin und ist somit
involviert in der Stresstoleranz gegentiber Schwermetallen (Grill et al., 1989; Clemens et al.,
1999; Blum et al, 2010). Neben der Funktion des PCS1-Proteins in der
Schwermetalltoleranz konnten Clay et al. (2009) eine mdgliche zusatzliche Funktion in der
PTI nachweisen. So konnte gezeigt werden, dass pcsl-Mutanten, wie pen2-Mutanten auch,
eine erhohte Akkumulation von 4IM3G nach Flg22-Behandlung (Flagellin 22) aufweisen.
Das 22 Aminosauren lange synthetische Polypeptid FIlg22, welches dem konservierten N-
terminalen Teil des bakteriellen Flagellins entspricht, wird generell zur Untersuchung der
PAMP-induzierten Immunantwort in der Pflanzenzelle verwendet (Gomez-Gomez und Boller,
2000). Clay et al. (2009) haben aus ihren Ergebnissen geschlossen, dass PCS1 essentiell
fur die Spaltung des PEN2-Substrats ist.

Durch die Arbeiten von Melisa Lim und Kian Hématy konnte ein kooperatives
Zusammenwirken der beiden Proteine PEN2 und PCS1 zusatzlich bestatigt werden
(personliche Kommunikation). So wurde in vergleichenden Analysen der Penetrationsraten
nach Inokulation mit Bgh kein Unterschied in der Invasionshaufigkeit zwischen beiden
Einzelmutanten und der pen2 pen4-Doppelmutante festgestellt. Daher ist anzunehmen,

dass PEN2 und PEN4 im gleichen Abwehrmechanismus zusammenarbeiten.

1.1.6 Postinvasive Resistenzmechanismen

Im Falle einer erfolgreichen Uberwindung der prainvasiven Resistenzebene, wie sie in den
pen-Mutanten vermehrt auftritt, fihrt die nachgeschaltete postinvasive Ebene zum
endgultigen Entwicklungsstopp des nicht-adaptierten Mehltaupilzes. Diese Resistenzebene
ist entweder durch die Einkapselung des haustoriellen Komplexes oder durch eine
programmierte Zelltodreaktion gekennzeichnet. Eine Ablagerung von Callose kann in beiden
Prozessen beobachtet und durch Anilinblau-Farbung fluoreszenzmikroskopisch visualisiert
werden (Abb. 1.2).

Als molekulare Komponenten der Post-Invasionsresistenz konnten die partiell
funktionsredundanten lipase-ahnlichen Proteine EDS1 (,enhanced disease susceptibility 1),

PAD4 (,phytoalexin deficient 4“) und SAG101 (,senescence associated gene 101%)
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identifiziert werden (Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006). Diese Proteine sind neben ihrer
Funktion in der Nichtwirtsresistenz auch in der Basalen und Rassenspezifischen Resistenz
involviert (Hammond-Kosack und Parker, 2003; Wiermer et al., 2005). Im Unterschied zu
den pen-Mutanten zeigen Mutanten von edsl, pad4 und sagl0l1 keine erhdhte
Invasionsrate. Allerdings konnte vereinzelt ein epiphytisches Wachstum von Bgh auf diesen
Mutanten beobachtet werden (Lipka et al., 2005). Dieses Wachstum war deutlich auf den
Doppelmutanten pen2 edsl, pen2 sagl01, sowie pen2 pad4 verstarkt, aber auch auf diesen
Mutanten wurde das weitere Wachstum des Pilzes durch eine Zelltodreaktion gestoppt. Erst
in der Dreifachmutante pen2 pad4 saglOl konnte gelegentlich eine Bildung von
Konidiophoren beobachtet werden, was ein Indiz fir den Bruch der Nichtwirtsresistenz
gegenliber dem nicht-adaptierten Gerstenmehltaupilz darstellt (Lipka et al., 2005).
Interessanterweise wurde in der Interaktion mit dem ebenfalls nicht-adaptierten
Erbsenmehltaupilz (Erysiphe pisi) ein Bruch der Nichtwirtsresistenz schon in pen2 eds1- und
pen2 pad4-Mutanten festgestellt. Daruber hinaus konnte ein makroskopisch sichtbares
Pilzwachstum von E. pisi auf pen2 pad4 sagl01-Dreifachmutanten beobachtet werden, das
vergleichbar mit dem des adaptierten Mehltaupilzes Golovinomyces orontii auf Arabidopsis-
Wildtyppflanzen war (Lipka et al., 2005). Mdglicherweise ist der Grund fur die erhdhte
Virulenz des Erbsenmehltaupilzes auf die ndhere Verwandtschaft der beiden dikotyledonen
Pflanzen Arabidopsis und Erbse zurickzufihren. Zusatzlich weist E. pisi eine nahere
Verwandtschaft zu Erysiphe cruciferarum auf, der wie G. orontii ebenfalls Arabidopsis-
Wildtyppflanzen besiedeln kann (zusammengefasst in Lipka et al., 2010). Diese Ergebnisse
verdeutlichen zum Einen, dass die beiden nicht-adaptierten Mehltaupilze Bgh und E. pisi
nach Uberwindung der Abwehrmechanismen generell dazu befahigt sind, eine biotrophe
Interaktion mit Arabidopsis zu etablieren und zum Anderen, dass die Stabilitat der
Nichtwirtsresistenz vermutlich von der koevolutiven Entwicklung zwischen der Pflanze und

dem potentiellen Pathogen abhangig ist.

1.2 Basale und Rassenspezifische Resistenzmechanismen

Wie bereits zu Anfang erwahnt, besteht die Immunitat von Pflanzen je nach Art der Pflanze-
Pathogen-Interaktion (kompatibel/inkompatibel)  nicht  ausschlielich aus  der
Nichtwirtsresistenz, sondern zusatzlich aus der Basalen und Rassenspezifischen Resistenz
(zusammengefasst in Jones und Dangl, 2006; Chisholm et al., 2006).

Rassenspezifische Resistenz, oder auch Effektor-induzierte Resistenz (,effector-triggered

immunity, ETI*) genannt, basiert auf der direkten oder indirekten Perzeption von mikrobiellen
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Effektoren, welche die PAMP-induzierte Immunisierung inhibieren sollen. Diese Form der
pflanzlichen Abwehr ist im Laufe der Koevolution zwischen Pflanzen und Pathogenen
entstanden, in deren Vorfeld zunachst eine Uberwindung der PTI durch den mikrobiellen
Organismus stattgefunden hat. Diese Uberwindung der pflanzlichen Abwehr, die auch als
Effektor-induzierte Suszeptibilitat (,effector-triggered susceptibility, ETS") bezeichnet wird,
fihrte demnach zunachst zu einer kompatiblen Interaktion der beiden Organismen und erst
im weiteren Verlauf der Evolution zur Entwicklung der ETI durch die Pflanze
(zusammengefasst in Jones und Dangl, 2006; Chisholm et al., 2006). Die Effektor-induzierte
Resistenz beruht teilweise auf den gleichen molekularen Komponenten, wie die der
postinvasiven Nichtwirtsresistenz und fiihrt ebenfalls zur hypersensitiven Zelltodreaktion der
Pflanzenzelle (Hammond-Kosack und Parker, 2003; Lipka et al., 2005; Wiermer et al.,
2005). Im Kontrast zur Nichtwirtsresistenz, die multifaktoriell ist und aus zwei Abwehrebenen
besteht, beruht die Rassenspezifische Resistenz meist nur auf der Erkennung eines
Effektors durch ein Resistenzprotein und kann daher schneller durch evolutive Prozesse
gebrochen werden.

Nach Jones und Dangl (2006) ist die Basale Resistenz als der Teil der pflanzlichen
Resistenz definiert, der nach Abzug der ETS von der PTI und einer unzureichenden ETI
noch ubrig bleibt. In der Regel ist diese Form der Resistenz nicht ausreichend flr eine
erfolgreiche Pathogenabwehr, sondern entscheidet vielmehr Uber den Grad der
Suszeptibilitat. Als Beispiel um diesen Sacherverhalt zu verdeutlichen, kann auf die Funktion
der Myrosinase PENZ2 in der Interaktion mit adaptierten Mehltaupilzen hingewiesen werden.
Wie zuvor schon beschrieben, ist PEN2 Bestandteil der induzierbaren prainvasiven
Nichtwirtsresistenz in der inkompatiblen Interaktion mit dem Gerstenmehltaupilz,
wohingegen in der kompatiblen Interaktion mit G. orontii die Myrosinase als ein Teil der
Basalen Resistenz zu verstehen ist, der von der PAMP-induzierten Immunisierung nach
Suppression durch die pilzlichen Effektoren Ubrig geblieben ist. Ein Verlust von PEN2 in
kompatiblen Interaktionen fiihrt daher zur Reduktion der Basalen Resistenz und ist anhand
des vermehrten Pilzwachstums von G. orontii auf pen2-Mutanten deutlich zu erkennen
(Lipka et al., 2005).

1.3 Zellpolarisation in der Pathogenabwehr

Neben der fokalen Akkumulation der PEN-Proteine an der Pathogen-Invasionsstelle konnten
eine Reihe weiterer subzelluldrer Prozesse identifiziert werden, die dem Phadnomen der

Zellpolarisation unterliegen.



Einleitung 13

So konnte gezeigt werden, dass es zu einer frilhen Cytoplasma-Aggregation an der
versuchten Penetrationsstelle sowohl in kompatiblen, als auch in inkompatiblen Pathogen-
Interaktionen kommt (Takemoto et al., 2003; Koh et al., 2005). Zusatzlich konnten Gus-
Mayer et al. (1998) und Hardham et al. (2008) nachweisen, dass die Translokation des
Cytoplasmas ebenfalls durch rein mechanische Stimulation ausgelést werden kann, welche
durch Berlihrung der Zelle mit einer Nadelspitze verursacht wurde. Dartber hinaus flihrt die
mechanische Stimulation wie auch die Pathogenbehandlung zur fokalen Akkumulation von
H,0,, zum Transport des Zellkerns und Peroxisomen, sowie zur Reorganisation des ERs
und Cytoskeletts (Gus-Mayer et al., 1998; Koh et al., 2005; Hardham et al., 2008).

Die Akkumulation von H,0O, zieht Quervernetzungsreaktionen in der Papille nach sich, was
wiederum zu einer Verstarkung dieser Struktur fihrt. AuBerdem besitzt Wasserstoffperoxid
antimikrobielle Eigenschaften und induziert Gene in der pflanzlichen Zelle, die an der
Pathogenabwehr beteiligt sind (Levine et al., 1994; Mellersh et al., 2002).

Im Kontrast zur Funktion von H,0O, in der Pathogenabwehr, ist die Bedeutung der
Translokation des Zellkerns hin zur Penetrationsstelle nicht bekannt. Zusatzlich zur
Migration kann auch eine VergroRerung des Nucleus in attackierten Zellen beobachtet
werden, was auf eine erhdhte Transkription zurickgefuhrt wird (Baluska et al., 1995; Heath
und Skalamera, 1997; Koh et al., 2005). So konnte nachgewiesen werden, dass bis zu 20 %
des Genoms nach Pathogenbehandlung unterschiedlich stark exprimiert werden (Maleck et
al., 2000; Tao et al., 2003).

Neben dem Zellkern werden Peroxisomen ebenfalls zum Stimulus hin transportiert (Koh et
al., 2005; Hardham et al., 2008). Auf ihre Funktion in der Pathogenabwehr wird im folgenden
Kapitel naher eingegangen.

Warum es zur Reorganisation des ERs an Pathogen-Interaktionstellen bzw. an mechanisch
stimulierten Regionen kommt, und welche Funktion dadurch ausgeubt wird, muss noch im
Detail untersucht werden (Abb. 1.5). Es steht allerdings fest, dass das ER eine wichtige
Funktion in der Qualitatskontrolle von PAMP-Rezeptoren besitzt und der Speicherung von
Ca’*-lonen dient, die als sekundare Botenstoffe in der Pathogenabwehr dienen kdénnen
(zusammengefasst in Padmanabhan und Dinesh-Kumar, 2010). Leckie et al. (1995)
postulierten zusatzlich eine Beteiligung des ERs an Exocytoseprozessen, die neues
Membranmaterial liefern, welches flr die Bildung des haustoriellen Komplexes bendtigt wird.
Neben der Reorganisation des ERs konnte auch eine pathogen-induzierte bzw. Druck-
induzierte Neuordnung des Cytoskeletts beobachtet werden (Kobayashi et al., 1997; Gus-
Mayer et al., 1998; Takemoto et al., 2003; Hardham et al., 2008). Durch die Verwendung
spezifischer Inhibitoren, welche entweder die Polymerisation bzw. Depolymerisation von
Actinfilamenten oder die von Mikrotubulis verhindern, konnte die Bedeutung des

Cytoskeletts in der Pathogenabwehr naher untersucht werden. Hierbei wurde festgestellt,
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dass eine Inhibierung der Actinfilamente die Aggregation des Cytoplasmas verhindert und
zu einer erhéhten Penetration der Zelle in unterschiedlichen kompatiblen und inkompatiblen
Interaktionen fihrt (Tomiyama et al.,, 1982; Hazen und Bushnell, 1983; Kobayashi et al.,
1997; Yun et al., 2003; Jarosch et al.,, 2005). Durch die Applikation eines Actin
Polymerisations-Inhibitors konnten Yun et al. (2003) eindeutig nachweisen, dass
Actinfilamente eine essentielle Rolle in der Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis gegenliber
nicht-adaptierten Mehltaupilzen spielen. So konnte durch Applikation des Inhibitors
Cytochalasin E in edsl-Mutanten, die in ihrer postinvasiven Resistenz beeintrachtigt sind,
die Nichtwirtsresistenz gegenluber dem normalerweise inkompatiblen Weizenmehltaupilz
Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt) gebrochen werden. Daher ist anzunehmen, dass die
Reorganisation der Actinfilamente wichtig flr die prainvasive Resistenz ist. Diese Annahme
wird auch durch die bis jetzt unverdéffentlichten Daten von W. Underwood und S.C.
Somerville unterstitzt, wonach die Akkumulation von PEN3-GFP unterhalb des pilzlichen
Appressoriums nach Behandlung mit Cytochalasin E aufgehoben wird (Underwood und
Somerville, 2008). Interessanterweise hat diese pharmakologische Behandlung keinen
Einfluss auf die fokale Akkumulation von GFP-PEN1 (Underwood und Somerville, 2008). Ob
die Actin-unabhangige Translokation von PEN1 mdglicherweise Mikrotubuli abhangig ist, ist
nicht bekannt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass die Mikrotubuli-Reorganisation nicht
in jeder Pathogen-Interaktion statt findet und dass die Inhibierung der De- bzw.
Polymerisation von Mikrotubuli einen wesentlich geringeren Effekt auf die Nichtwirtsresistenz
hat (Kobayashi et al., 1997; Takemoto et al., 2003).

Hellfeld

Abb. 1.5: Reorganisation des ERs an der pilzlichen Invasionsstelle.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt das GFP-markierte ER-Lumen 18 Stunden nach Inokulation mit
dem kompatiblen Mehltaupilz Golovinomyces orontii. Die Pfeile weisen auf die Akkumulation des ERs an der
Penetrationsstelle hin. Ap, Appressorium. Mal3stabsbalken = 20 ym.

Welche Komponente des Cytoskeletts nun verantwortlich fur die fokale Akkumulation des
PEN2-GFP-assoziierten Membrankompartiments ist, muss ebenfalls noch untersucht

werden, und wurde in dieser Arbeit nicht im Detail analysiert.
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1.4 Funktion von Peroxisomen in der Pathogenabwehr

Wie schon erwahnt, konnte mittels eines transienten Expressionsassays die Lokalisation von
PEN2-GFP in der Peripherie von Peroxisomen demonstriert werden. Aufgrund dieses
Befunds schlossen Lipka et al. (2005), dass die PEN2-GFP-assoziierten
Membrankompartimente, welche fokal an der Pathogen-Interaktionsstelle akkumulieren,
moglicherweise Peroxisomen sind. Neben der Peroxisomen-Positionierung in der Interaktion
mit dem nicht-adaptierten Mehltaupilz Bgh, konnten Koh et al. (2005) ebenfalls eine
Akkumulation von Peroxisomen an der Invasionsstelle eines virulenten Mehltauisolats
nachweisen, was auf eine maogliche generelle Funktion dieser Organellen in der
Pathogenabwehr hinweist.

Peroxisomen sind ungefdhr 1 um grofRRe Zellorganellen, die nur von einer Membran
umgeben und an einer Vielzahl unterschiedlicher oxidativer Prozesse beteiligt sind. So sind
Peroxisomen in Pflanzen unter anderem in der Photorespiration (Liepman und Olsen, 2001
und 2003), Auxin- und Jasmonsaurebiosynthese (Bartel et al., 2001; Feussner und
Wasternack, 2002; Zolman und Bartel, 2004; Schneider et al., 2005), Lipidmobilisierung
(Goepfert et al.,, 2005), Detoxifikation und Signaltransduktion reaktiver Sauerstoffspezies
involviert (del Rio et al., 2002; Foyer und Noctor, 2005). Allerdings ist die Funktion von
Peroxisomen in Epidermiszellen nach Pathogenbehandlung nicht naher bekannt. Es wird
jedoch angenommen, dass sie essentiell fir Signaltransduktions-Prozesse und die Redox-
Regulation in attackierten Zellen sind (del Rio et al., 2002; Mittler et al., 2004; Apel und Hirt,
2004; Torres und Dangl, 2005). So konnten auch Lopez-Huertas et al. (2000)
demonstrieren, dass unter anderem oxidativer Stress und Pathogenbehandlung die
Expression von Peroxisomenbiogenese-Genen induziert, was eine Stress-induzierte de
novo-Biogenese oder Proliferation impliziert. Welche Funktion nun Peroxisomen in der
Assoziation mit PEN2 austben, ist bisher nicht bekannt. Eine mogliche Beteiligung der
Organellen an der Biosynthese des PEN2-Substrats ist durchaus denkbar. Alternativ dazu
kénnten Peroxisomen auch als Transportmaschinerie von PEN2 zur Invasionsstelle hin
dienen.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde das Akkumulationsverhalten von
Peroxisomen an der versuchten Penetrationsstelle in doppelt transgenen PEN2-GFP und

RFP-markierten Peroxisomen Pflanzen in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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1.5 C-terminal verankerte Membranproteine

Die Myrosinase PEN2 besitzt wie zuvor schon erwahnt, eine vorhergesagte
Transmembrandomane in der C-terminalen Extension, die vermutlich fir die Assoziation mit
der Peripherie von Peroxisomen verantwortlich ist (Lipka et al., 2005). Aufgrund der
putativen Transmembrandomdne am C-Terminus gehdrt PEN2, wie auch PEN1 und
VAMP722, zur Gruppe der C-terminal verankerten Membranproteine [,tail-anchored (TA)
proteins®; zusammengefasst in Pedrazzini, 2009]. Zu dieser heterogenen Gruppe zahlen
nicht nur Proteine, die an der Pflanzenabwehr, sondern auch an einer Vielzahl
unterschiedlicher homdoostatischer Prozesse wie Elektronentransport, H,O,-Detoxifikation,
Organellenteilung und Proteintranslokation beteiligt sind (zusammengefasst in Abell und
Mullen, 2011). Beispiele fiir diese heterogene Gruppe sind APX3 (,ascorbate peroxidase 3“)
und TOM20-4 (,translocase of outer membrane 20-4“). APX3 ist Bestandteil der
peroxisomalen H,O,-Detoxifikationsmaschinerie (Narendra et al., 2006), wahrend TOM20-4
in der auferen Mitochodrienmembran lokalisiert und fur die Translokation von Proteinen
verantwortlich ist (Werhahn et al., 2001).

Trotz der funktionalen Komplexitat bestehen alle TA-Proteine aus einer N-terminalen
cytosolischen Domane, einer Transmembrandomane (TMD) in der C-terminalen Region und
einem hydrophilen Ende am C-Terminus selbst, welches in die Organellenmatrix hineinragt
(Kutay et al., 1993). Aufgrund der Position der TMD am C-Terminus wird diese Region erst
zum Ende der Translation an freien Ribosomen im Cytosol freigesetzt, weshalb TA-Proteine
post-translational zu ihrem Bestimmungsort transportiert werden (Abb. 1.6). Die
Translokation der C-terminal verankerten Membranproteine kann dabei direkt zu
Chloroplasten, ER, Mitochondrien und Peroxisomen erfolgen oder indirekt Uber das
sekretorische  System zu allen weiteren Membrankompartimenten gelangen
(zusammengefasst in Abell und Mullen, 2011). Wie TA-Proteine zu ihrem Zielort dirigiert und
wie sie in die entsprechende Membran integriert werden, ist nur in wenigen Fallen bekannt.
So konnte unter anderem gezeigt werden, dass molekulare Chaperone wie AKR2A (,ankyrin
repeat protein 2A*), HSP40/70/90 (,heat shock protein 40/70/90%) oder PEX19 (,peroxin 19%)
eine wichtige Funktion in der Uberfiihrung von TA-Proteinen zur duBeren Membran von
Chloroplasten, Mitochondrien, ER bzw. Peroxisomen besitzen (zusammengefasst in Abell
und Mullen, 2011). Allerdings konnte ebenso nachgewiesen werden, dass C-terminal
verankerte Membranproteine auch ohne die Hilfe von anderen Proteinen zur
Selbstintegration in Doppellipidschichten befahigt sein kobnnen (Schleiff et al., 2001; Qbadou
et al., 2003).
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Abb. 1.6: Ubersicht iiber den post-translationellen Transport von TA-Proteinen (modifiziert nach Abell und
Mullen, 2011). Die im Text behandelten C-terminal verankerten Membranproteine sind rot, wahrend potentielle
molekulare Chaperone blau markiert sind. AKR2A (,ankyrin repeat protein 2A®); APX3 (,ascorbate peroxidase
3“); HSP40/70/90 (,heat shock protein 40/70/90%); PEX19 (,peroxin 19%); TA-Proteins (,tail-anchored”); TOM20-4

(stranslocase of outer membrane 20-4%).

Es wird generell angenommen, dass die TMD und deren flankierende Regionen flir den
zielgerichteten Transport und die spezifische Integration in die Akzeptormembran
verantwortlich sind. Weiterhin wird angenommen, dass die Translokation und Insertion von
TA-Proteinen nicht durch ein definiertes Aminosaurenmotiv bedingt ist, sondern eher durch
die physikalisch-chemischen Eigenschaften der C-terminalen Region (zusammengefasst in
Borgese et al., 2003 und 2007). Neben der Lange und Hydrophobizitat der TMD, sowie der
Anzahl der Aminosauren nach der Membrandomane, scheint auch die Nettoladung der
Peptidsequenz am Ende des C-Terminus zielbestimmend zu sein (Mullen und Trelease,
2000; Borgese et al., 2001; Kriechbaumer, et al., 2009). Ein Einfluss der N-terminalen
Region auf die subzelluldre Lokalisation der TA-Proteine ist hingegen weniger
wahrscheinlich (Mullen und Trelease, 2000; Zhang und Hu, 2008).

Inwieweit die Assoziation von PEN2 mit Peroxisomen ebenfalls abhangig von der
Nettoladung oder anderen Eigenschaften der C-terminalen Region ist, ist nicht bekannt und

wurde aus diesem Grund in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht.
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1.6 Beteiligung von PYK10 an Multienzymkomplexen

Neben PEN2 ist ein weiteres Mitglied der Arabidopsis-F1GH ebenfalls involviert in der
Interaktion mit filamentdsen Pilzen. Im Unterschied zur Myrosinase PEN2, ist die
Glycosidhydrolase PYK10 unbeteiligt an der Nichtwirtsresistenz gegentber nicht-adaptierten
Mehltauspezies, sondern stellt eine Komponente in der Interaktion mit dem Endophyten
Piriformospora indica dar. Der Basidiomycet P. indica besiedelt unter anderem die Wurzeln
von Arabidopsis durch inter- und intrazelluldres Wachstum, was zu einer gesteigerten
Aufnahme von Nahrstoffen und damit zu einer Stimulierung des Wachstums sowie der
Samenproduktion der Pflanze fuhrt (Sherameti et al., 2008). pyk10-Mutanten zeigen trotz
einer erhdhten Wurzelbesiedlung durch den Pilz keine Wachstumsférderung mehr, woraus
Sherameti et al. (2008) geschlossen haben, dass die Glycosidhydrolase das Pilzwachstum
in den Wurzeln beschrankt und somit wichtig flir das Gleichgewicht der mutualistischen
Interaktion der beiden Symbionten ist.

PYK10 ist ein ER-lokalisiertes Protein, welches einen Hauptbestandteil der ER-Korper
darstellt (Matsushima et al., 2003). ER-Korper (,ER bodies®) sind spindelféormige Strukturen
von ca. 10 ym Lange und 1 um Breite, die vom ER gebildet werden (Abb. 1.7; Hayashi et al.,
2001). Diese Strukturen sind in jungen Keimlingen in der Epidermis von Kotyledonen, des
Hypokotyls und Wurzel vorhanden, werden aber bis auf die Wurzelepidermis im Laufe der
Pflanzenentwicklung zurtickgebildet (Matsushima et al., 2002 und 2003). Durch Verwundung
oder Applikation des Pflanzenhormons Jasmonsaure kann die Bildung der ER-Koérper in
Rosettenblattern jedoch induziert werden, weshalb Hara-Nishimura und Matsushima (2003)

eine Funktion in der pflanzlichen Pathogenabwehr vermutet haben.

Abb. 1.7: ER-Ko6rper in der Wurzelepidermis von transgenen Arabidopsis-Pflanzen.
Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zeigt GFP-markiertes ER. MaRstabsbalken = 10 um.
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Interessanterweise bildet PYK10 nach Zerstérung der subzelluldren Struktur Komplexe von
0,65 bis 70 ym im Durchmesser aus. Durch die Isolation der Komplexe konnten neben
PYK10 noch zwei weitere Glycosidhydrolasen und mehrere JAL-Proteine (,jacalin-related
lectins®) als Teil des Komplexes identifiziert werden (Nagano et al., 2008). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die unterschiedlichen JAL-Proteine Einfluss auf die GréRe des PYK10-
Komplexes haben. In Mais konnten ebenfalls JAL-Proteine identifiziert werden, die
spezifisch mit B-Glucosidase 1 und 2 (Glu1/Glu2) interagieren, was zu einer Aggregation
und Bildung von hochmolekularen unléslichen Komplexen fiihrt (Esen und Blanchard, 2000;
Kittur et al., 2007). Neben PYK10 und Glu1/Glu2 sind noch weitere Glycosidhydrolasen in
unterschiedlichen Pflanzenspezies bekannt, die ebenfalls Dimere bzw. Multimere ausbilden
(Nisius, 1988; Fieldes und Gerhardt, 1994; Kim et al., 2000). Inwiefern PEN2 ebenfalls Di-
bzw. Multimere ausbildet, ist bisher nicht bekannt und wurde deshalb in der vorliegenden

Arbeit ndher untersucht.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie die
fokale Akkumulation des PEN2-GFP-assoziierten Membrankompartiments in der Interaktion
mit phytopathogenen Pilzen, im Speziellen mit dem nicht-adaptierten Gerstenmehltaupilz
Blumeria graminis f. sp. hordei, nadher untersucht werden. Dazu werden unter anderem
Zeitreihenaufnahmen durchgefihrt, die neue Details zum Akkumulationsverhalten der
Myrosinase liefern kdnnen. Zusatzlich sollen anhand von Deletionskonstrukten die Bereiche
der C-terminalen Extension des PENZ2-Proteins identifiziert werden, die mdglicherweise
entscheidend fiir die subzellulare Lokalisation des potentiellen TA-Proteins sind. Dartber
hinaus wird durch die stabile Expression von spezifischen Organellenmarkerproteinen die
Assoziation von PEN2 mit Peroxisomen, Mitochondrien, Plastiden und weiteren
Membrankompartimenten in der Pathogenabwehr naher bestimmt. Somit wird beabsichtigt,
die Ergebnisse der transienten Expressionsassays von Lipka et al. (2005) entweder zu
bestatigen, widerlegen oder zu erweitern. Neben der fluoreszenzmikroskopischen Analyse
des PEN2-GFP-Fusionsproteins erfolgt erganzend eine Analyse mit Hilfe der
Dichtegradientenzentrifugation, wodurch zusatzlich die subzelluldre Lokalisation des nativen
Proteins ermittelt werden soll.

Eine weitere Fragestellung bezieht sich darauf, inwieweit die Myrosinase PEN2 ebenfalls Di-

bzw. Multimere ausbilden kann. Hierfir werden auler mikroskopischen auch biochemische



Einleitung 20

Analysen durchgefuhrt, die Hinweise auf eine Homomerisierung von PEN2 nach
Pathogenbehandlung liefern kdnnen.

AbschlieRend wird die subzelluldre Lokalisation weiterer Komponenten des PEN2-
vermittelten Abwehrmechanismus, insbesondere die der Cytochrom-P450-Monoxygenase
CYP81F2, mit Hilfe von Fluoreszenzprotein-Markierung mikroskopisch untersucht und mit
der Lokalisation von PEN2-GFP verglichen. Aulerdem soll die Proteinabundanz sowie die
Transkriptmenge der Monoxygenase mit der von PEN2 nach Pathogenbehandlung
verglichen werden, um einen madglichen Unterschied in der transkriptionellen bzw. post-

translationellen Regulation der Proteine festzustellen.



Materialien und Methoden

2. Materialien und Methoden

In diesem Kapitel sind die Materialen und Methoden beschrieben, die in der vorliegenden

Arbeit verwendet wurden.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

In Tabelle 2.1 sind die Gerate aufgelistet, welche fiir die vorliegende Arbeit bendétigt wurden.

Gerate, die zur Standardlaborausristung gehoéren, wurden nicht extra aufgefihrt.

Tab. 2.1: Auflistung der verwendeten Geréte

Gerat Typbezeichnung Firma

Analysenwaage ED224 Sartorius, Goéttingen
Blotting-Apparatur Mini Trans-Blot Cell Bio-Rad, Hercules (USA)
Brutschrank IPP 500 Memmert, Schwabach

Digitale Fotokamera

Cybershot DSC-H5

Sony, Tokio (Japan)

Elektrophorese-Apparatur

XCell SureLock Mini-Cell

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Elektrophorese-Apparatur | Sub-cell GT Bio-Rad, Hercules (USA)
Elektrophorese-Apparatur | Mini-PROTEAN Tetra Bio-Rad, Hercules (USA)
Elektroporator Micro Pulser Bio-Rad, Hercules (USA)
Fluoreszenzmikroskop DM5000 B Leica, Wetzlar
Fluoreszenzmikroskop DM750 Leica, Wetzlar
Geldokumentationssystem | GenoPlex VWR, Darmstadt
Gradientenmixer SG50 Hoefer, Holliston (USA)
Inkubationsschiittler Certomat BS-1 Sartorius, Géttingen
Konfokalmikroskop TCS SP5 Leica, Wetzlar
Kreisschattler 3005 GFL, Burgwedel

Kihlzentrifuge

Heraeus Mulitfuge 3SR+

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Kihlzentrifuge

Heraeus Fresco 17

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Netzgerat PowerPac HC Bio-Rad, Hercules (USA)
Netzgerat BluePower 500 Serva, Heidelberg
Peristaltikpumpe 2120 Varioperpex I LKB Bromma (Schweden)
pH-Meter inoLap pH 720 WTW, Weilheim

Prazisionswaage ED6202S-CW Sartorius, Goéttingen
Refraktometer Convex Medline, Oxfordshire (GB)
Rotator SB3 Stuart, Staffordshire (GB)

Rotor SA-600 Thermo Scientific, Waltham (USA)
Rotor SS-34 Thermo Scientific, Waltham (USA)
Rotor AH-629 Thermo Scientific, Waltham (USA)
Rotor SLA-1000 Thermo Scientific, Waltham (USA)
Rotor F10-6x500y Thermo Scientific, Waltham (USA)
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Fortsetzung von Tabelle 2.1

Stereomikroskop MZ6 Leica, Wetzlar
Spektrophotometer Biowave Il Biochrom WPA, Cambridge (GB)
Thermomixer compact Eppendorf, Oldenburg
Thermomixer comfort Eppendorf, Oldenburg
Thermocycler GT-482 AlphaMetrix, Rédermark
Thermocycler MyCycler Bio-Rad, Hercules (USA)

Tischzentrifuge

Heraeus Pico 17

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Ultrazentrifuge

Kontron Centrikon T-
1170

Thermo Scientific, Waltham (USA)

Wachstumsschrank AR-95L3 Percival, Perry (USA)
Western-Blotting Trans-Blot Cell Bio-Rad, Hercules (USA)
Apparatur

Zentrifuge Sorvall RC-5B Thermo Scientific, Waltham (USA)

2.1.2 Antibiotika

Die Antibiotika wurden entweder von der Firma Duchefa (Haarlem, Niederlande) oder Roth

(Karlsruhe) bezogen. Folgende Stammldésungen (1000x) wurden hergestellt und bis zum

Gebrauch bei -20 °C gelagert:

Carbenicillin (Carb) 50 mg/ml in H,O

Kanamycin (Kan)

Rifampicin (Rif)

50 mg/ml in H,O

100 mg/ml in DMSO

2.1.3 Antikorper

Eine Liste der fir die Western-Blot-Analysen verwendeten Antikérper und deren

Verdinnung sind in Tabelle 2.2 angegeben.

Der

PEN2 spezifische Antikorper

ist gegen die C-terminale Aminosauresequenz

SPEEKKESYGKQLLHSVQ® gerichtet (Lipka et al., 2005).

Tabelle 2.2: Auflistung der verwendeten Antikdrper

Antikorper Verdunnung Beschreibung Firma

a-GFP 1:5000 Ratte, monoklonal ChromoTek, Martinsried
o-PEN2 1:10000 Hase, polyklonal Eurogentec, Seraing (Belgien)
a-PEX14 1:10000 Hase, polyklonal Agrisera, Vannas (Schweden)
o-RFP 1:5000 Ratte, monoklonal ChromoTek, Martinsried
o-VDAC1 1:5000 Hase, polyklonal Agrisera, Vannas (Schweden)
Anti-Hase 1:10000 IgG (Ziege) Sigma-Aldrich, Steinheim
Anti-Ratte 1:5000 IgG (Ziege) Sigma-Aldrich, Steinheim
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2.1.4 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen:

Bio-Rad (Hercules, USA), Duchefa (Haarlem, Niederlande), Fermentas (St.Leon-Rot),
Invitrogen life technology™ (Carlsbad, USA), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Steinheim)
und VWR (Darmstadt).

2.1.5 Enzyme

Enzyme wie DNA-Polymerasen, DNA-Ligase, Restriktionsendonukleasen etc., wurden
entweder von Fermentas (St. Leon-Rot), New England Biolabs (Ipswich, GB) oder Invitrogen
life technology™ (Carlsbad, USA) bezogen und den Herstellerangaben entsprechend

verwendet.

2.1.6 Marker

Als GroRRenstandard fir DNA-Fragmente im Agarosegel diente die DNA-Leiter GeneRuler™
1 kb DNA Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot). Zur Bestimmung des Molekulargewichts
von Proteinen im SDS-Polyacrylamidgel wurde der Proteinmarker PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder von Fermentas (St. Leon-Rot) und fur native Polyacrylamidgele

der Marker NativeMark™ von Invitrogen life technology™ (Carlsbad, USA) eingesetzt.

2.1.7 Membranen

Die PVDF-Membran Roti®-PVDF (Polyvinylidenfluorid) mit einer PorengréRe von 0,45 um

der Firma Roth (Karlsruhe) wurde zum Transfer der Proteine im Western-Blot benutzt.

2.1.8 Molekularbiologische Kits

Fir die Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen wurde das NucleoSpinExtract Il Kit von der
Firma Macherey-Nagel (Duren) verwendet. Zur Isolation und Aufreinigung von Plasmiden
aus Bakterien wurde das Plasmid Midi Kit von Qiagen (Venlo, Niederlande) angewendet. Mit
Hilfe des Qiagen (Venlo, Niederlande) RNeasy Plant Mini Kits erfolgte die Aufreinigung der
gesamten RNA aus Pflanzenmaterial, mittels des RevertAid™ H Minus Reverse
Transcriptase Kit von Fermentas (St. Leon-Rot) wurde die reverse Transkription der RNA in
cDNA durchgefuhrt.
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2.1.9 Oligonukleotide

In Tabelle 2.3 sind die Primer aufgelistet, die zum Klonieren, Sequenzieren und fur die

semiquantitative RT-PCR verwendet wurden. Die Primer wurden von der Firma Invitrogen

life technology™ (Carlsbad, USA) bezogen, mit TE-Puffer zu einer 100 uM Stammlésung

verdinnt und bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.3: Liste der verwendeten Oligonukleotide

Primer Sequenz (5' 2 3Y)
Klonierung
APX3-Notl-F GCGGCCGCCATGGCTGCACCGATTGTTGATGCGGAG
APX3-EcoRI-R GAATTCGAATTTTACTTCATCCTCTTCCGGATCTC

CYP81F2-Xhol-F

CCTCGAGATGGATTACGTTTTGATTGTTTTGC

CYP81F2-Notl-R

CAGCGGCCGCAGCCAAGAGATTAGTCATAATGGGA

GFP-Xhol-F

AACCTCGAGATGAGTAAAGGAGAAGAAC

Np-APX3-Ascl-F

CAGGCGCGCCGATCCAGAAAACATAAATCACC

Np-APX3-HindllI-R

CAAGCTTAGCTCCTACTCGTTTAGGATTTGTG

Np-CYP81F2-Ascl-F

AAGGCGCGCCTCATATTTACCTATTTTGGTTTTGG

Np-CYP81F2-SnaBI-R

CCGACGAATCTCGTCTTTACGTACGGAGAGGAATC

PEN4-Notl-F AGCGGCCGCAATGGCTATGGCGAGTTTATATC
PEN4-EcoRI-R AGAATTCCTAATAGGCAGGAGCAGCGAG
RFP-Hindlll-F TCAGAAGCTTATCAACAATGGCCTCCTCCGAGGA
RFP-EcoRI-R TCAGAATTCTTAGGCGCCGGTGGA

TOM20-4-Notl-F

AGCGGCCGCAATGGATATGCAGAATGAAAACG

TOM20-4-EcoRI-R

CGAATTCTTACTGCCTTGACACCGGCG

GFP-PEN2giem-F 1

AACCAAAGATGAGTAAAGGAGAAGAAC

GFP-PEN2¢term- Xhol-F2

TCTCGAGGCAACCAAAGATGAGTAAAGG

PEN2-GFP-AC3-EcoRI

GGAATTCTCATCCTTTGAAGAACAGAGAAGTACC

PEN2-GFP-AC4-EcoRI

GGAATTCTCATTTGAAGAACAGAGAAGTACC

PEN2-GFP-AC5-EcoRl

GGAATTCTCAGAAGAACAGAGAAGTACCAAC

PEN2-GFP-ACterm-EcoRl

GGAATTCTTATTTGTATAGTTCATCC

PEN2-GFP-ATM-R1

GAAGAACAGAGAACTGTCTTTAATCGAATGAAC

PEN2-GFP-ATM-R2

ATTAGCTCCTTTGAAGAACAGAGAACTGTCTTTAATCG

PEN2-GFP-ATM-EcoRI-R3

CTGCAGGAATTCTCAATTATTAGCTCCTTTGAAGAACAG

PEN2-GFP-APX3¢term- Aatll-F

TTCGACGTCTAAGAAACTCTCTGAGCTTGG

PEN2-GFP-APX3¢term- ECORI-R

GAATTCGAATTTTACTTCATCCTCTTCCGGATCTC

PEN2-GFP"***°-EcoRI-R

GGAATTCTCAATTATTAGCTCCTCCGAAGAACAGAG

PEN2-GFP-TOM20¢erm-Aatll-F

TTCGACGTCTAAAAAGACCAGTGAGTTCAAG

PEN2-GFP-TOM20¢tem-EcoRI-R

CGAATTCTTACTGCCTTGACACCGGCG

PEN2-RFP-Acclll-F

CAAGCCTCCGGAATGGCCTCCTCCGAGGACG

PEN2-RFP-Kpnl-R

CTTGGGCCTCGGTACCGGCGCCGGTGGAGTGGCGGCCCTC

RFP-HindllI-F TCAGAAGCTTATCAACAATGGCCTCCTCCGAGGA

RFP-Notl-F GCTGGAGCGGCCGCTGGCGCAGGGGCAATGGCCTCCTC
CGAGGACGTC

RFP-EcoRI-R TCAGAATTCTTAGGCGCCGGTGGA

RFP-Notl-R GCGGCCGCGGCGCCGGTGGAGTGGCGGCLCCTCGGC

Sequenzierung

35S-Term-R CTCTGGTCTTCTGAGACCG

CYP81F2-F AAGTGTTCGGACACGGCTACG
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Fortsetzung von Tabelle 2.3

F411-30-F2

TGATCCGAGTGATCCAGATGATGTC

GFP-R AACAAGAATTGGGACAACTCCAGTG

Np-CYP81F2-F ACACATAGACCATCCACC

Np-PEN2-F CTTGTCCAACTTCTTCTGAATC

P35S-F GACGCACAATCCCACTATCCTTCG

PEN2-Kpnl-F CAAGGGTACCGAGGCCCAAGAAGACGATTCTTCGACG
PEN2-SnaBI-F GTTATTACGTATGGTCATTGC

RFP-F GGAGCGCGTGATGAACTTCGAG

RFP-R TTGGAGCCGTACTGGAACTGAG

Semiquantitative RT-PCR

EP13 PR1-F

AGACTCATACACTCTGGTGGGCCTT

EP14 PR1-R CGTCCTTTATGTACGTGTGTATGCA
EP28 PEN2-F AGAGAGATTGGAGTACATTGAAGG
EP29 PEN2-R TCAAGAACAACAACAAATCCCAAC
EP88 CYP81F2-F AATGGAGAGAGCAACACAATG
EP89 CYP81F2-R ATACTGAGCATGAGCCTTTG
UBQ10-F GTCCACCCTTCATCTTGTTC
UBQ10-R TCTTTCCGGTGAGAGTCTTC

2.1.10 Plasmide

Zur Herstellung der verwendeten Plasmide wurden die bindren Vektoren pAMPAT-Np-
PEN2-GFP (Lipka et al., 2005) bzw. pAMPAT-MCS-35S und pAM-MCS-35S verwendet. Die
Vektoren pAMPAT-MCS-35S und pAM-MCS-35S beinhalten beide eine ,multiple cloning
site* (MCS), den 35S-Promotor des Blumenkohl-Mosaik-Virus und den bakteriellen
Resistenzmarker Ampicillin (Carbenicillin). Wahrend das pAMPAT-MCS-35S Plasmid eine
Herbizidresistenz (BASTA) als Selektionsmarker tragt, besitzt das Plasmid pAM-MCS-35S
die Antibiotikaresistenz gegen Kanamycin.

In Tabelle 2.4 sind die Plasmide aufgelistet, die zu Versuchszwecken in der vorliegenden
Arbeit hergestellt worden sind. Neben den in der Tabelle aufgefihrten Vektoren wurden

zusatzlich die von Nelson et al. (2007) beschriebenen Plasmide verwendet.

Tab. 2.4: Auflistung der hergestellten bindren Vektoren

Konstrukt Promotor Vektor Rest_r iktions-
schnittstellen
CYP81F2-RFP CYP81F2 pAMPAT-MCS Xhol/BamHlI
GFP-PEN2ciem PEN2 pAMPAT-MCS Xhol/EcoRI
PEN2-GFP-AC3 PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
PEN2-GFP-AC4 PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRI
PEN2-GFP-AC5 PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRI
PEN2-GFP-ACterm PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
PEN2-GFP-ATM PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
PEN2-GFP-APX3¢term PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
PEN2-GFp*sse¢ PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRI
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Fortsetzung von Tabelle 2.4

PEN2-GFP-TOM20-4cterm PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
PEN2-RFP PEN2 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl
RFP 35S pAM-MCS Hindlll/EcoRlI
RFP-APX3 APX3 pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRlI
RFP-PEN4 35S pAM-MCS Hindlll/EcoRl
RFP-TOMZ20-4 35S pAM-MCS Hindlll/EcoRl
RFP-TOMZ20-4 35S pAMPAT-MCS Hindlll/EcoRl

2.1.11 Puffer und Lésungen

Neben den Puffern und Lésungen, die in molekularbiologischen Kits enthalten waren bzw.

den Enzymen vom Hersteller beigefugt worden sind, wurden die in Tabelle 2.5 aufgeflhrten

Puffer und Losungen zusatzlich in Experimenten verwendet.

Tab. 2.5: Zusammenstellung der verwendeten Puffer und Losungen

Allgemeine Puffer und Losungen

Sterilisationslésung (Samen)

10 mM MgCl,
Infiltrationspuffer (transiente Transformation von 10 mM MES
N. benthamiana) pH 5,5
150 pl Acetosyringon
70 % EtOH

0,05 % Tween20

Transformationslésung (,flower dip“ Methode)

5 % (w/v) Sucrose
0,01 % (v/v) Silwet L-77

Dichtegradientenzentrifugation

400 mM Sucrose
100 mM HEPES

Extraktionspuffer 5 mM MgCl,
3mMDTT
pH 7,5
25 mM HEPES
HEPES-Puffer oH 7.5

15 % Sucrose-Ldsung

15 % (w/v) Sucrose
HEPES-Puffer

55 % Sucrose-Lésung

55 % (w/v) Sucrose
HEPES-Puffer

Mikroskopische Analysen

Anilinblau-Farbelésung

150 mM KH,PO,
0,01 % (w/v) Anilinblau
pH 9,5

Coomassie-Farbeldsung

45 % (v/v) Methanol
10 % (v/v) Essigsaure
0,05 % (w/v) Coomassie R-250

Einbettungslésung

50 % (v/v) Glycerin

FM 4-64 bzw. FM 1-43 Farbeldsung (1000x)

2mMFM 4-64 /| FM 1-43
DMSO

Propidiumiodid-Farbeldsung

2,5 % (w/v) Mannitol
0,5 % (w/v) Propidiumiodid
0,01 % (v/v) Silwet L-77
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Fortsetzung von Tabelle 2.5

Mitochondrien Isolierung

Mitochondrien-Extraktionspuffer

300 mM Sucrose

50 mM Tetranatrium-pyrophosphat
10 mM KH,PO,

2 mM EDTA

1 % (w/v) PVP-40

0,2 % (w/v) BSA

pH7,5

20 mM Ascorbinsaure

5 mM Cystein

Gradientenlésung mit PVP-40 (70 ml)

35 ml Sucrose-Waschpuffer (2x)
19,6 ml Percoll
15,4 ml PVP-40 Stammlésung

Gradientenlosung ohne PVP-40 (70 ml)

35 ml Sucrose-Waschpuffer (2x)
19,6 ml Percoll
15,4 ml Aqua dest.

PVP-40 Stammldsung

20 % (wlv)

Sucrose-Waschpuffer ohne BSA (1x)

300 mM Sucrose
10 MM TES
pH 7.5

Sucrose-Waschpuffer (2x)

600 mM Sucrose
20 mM TES

0,2 % (w/v) BSA
pH 7.5

Molekularbiologische Anwendungen

Alkalischer Lysepuffer |

100 mM Tris

10 mM EDTA

100 pg/mL RNAse |
pH 7,5

Alkalischer Lysepuffer Il

200 mM NaOH
1 % (wlv) SDS

Alkalischer Lysepuffer IlI

60 ml 5 M Kaliumacetat
11,5 ml Eisessig
28,5 ml Aqua dest.

DNA-Ladepuffer (6x)

30 % (v/v) Glycerin
0,25 % (w/v) Orange G
0,25 % (w/v) Xylenxyanol

Edwards DNA Extraktionspuffer

250 mM NaCl
200 mM Tris

25 mM EDTA
0,5 % (v/v) SDS
pH 7,5

TAE-Puffer (50x)

2 M Tris

2 M Acetat
0,05 M EDTA
pH 8,5

TE-Puffer

10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,0

TFB1-Puffer
(Herstellung kompetenter E. coli-Zellen)

100 mM RbCl

50 mM MnCl, x 4 H,O
30 mM Kaliumacetat
10 mM CaCl, x 2 H,O
15 % (v/v) Glycerin
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Fortsetzung von Tabelle 2.5

TFB2-Puffer
(Herstellung kompetenter E. coli-Zellen)

200 mM MOPS

75 mM CaCl, x 2 H,O
10 mM RbCl

15 % (v/v) Glycerin

Peroxisomen Isolierung

15 % Percoll-Losung

15 % (v/v) Percoll
85 % (v/v) Gradientenpuffer

38 % Percoll-Losung

38 % (v/v) Percaoll
62 % (v/v) Gradientenpuffer

36 % Sucrose-Ldsung

36 % (w/v) Sucrose
Gradientenpuffer ohne Sucrose

Gradientenpuffer mit Sucrose

750 mM Sucrose
20 mM Tricin

1 mM EDTA

0,2 % (w/v) BSA
pH7,5

Peroxisomen-Extraktionspuffer

750 mM Sucrose
170 mM Tricin
10 mM KCI

2 mM EDTA

1 mM MgCl,

1 % (w/v) BSA
pH 7,5

5mM DTT

Western-Blot-Analysen

Alkalischer Phosphatase-Puffer (AP-Puffer)

100 mM NaCl
100 mM Tris
50 mM MgCl,
pH 9,0

Blockierungspuffer

0,2 % (w/v) Magermilchpulver
TBST-Puffer

Entfarbelésung (Membranen)

25 % Methanol
7 % Eisessig

GTEN-Puffer (Proteinextraktion)

150 mM NaCl
25 mM Tris

1 mM EDTA

pH 7,5

10 % Glycerin
0,1 % Tween 20

Lammli-Ladepuffer (4x)

250 mM Tris

20 % (v/v) Glycerin

20 % (v/v) B-Mercaptoethanol
8 % (w/v) SDS

0,4 % (w/v) Bromphenol Blau
pH 6,8

Lowry-Reagenz A

2 % (w/v) Na,COg3
0,4 % (w/v) NaOH
0,02 % (w/v) Kalium-Natrium-Tartrat

Lowry-Reagenz B

0,5 % (W/v) CuSO, x 5 H,0
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Fortsetzung von Tabelle 2.5

3,4 ml Aqua dest.

830 pl 30 %iger Acrylamid-Mix
630 pl 1 M Tris (pH 6,8)
50 pl 10 % (w/v) SDS

50 pl 10 % (w/v) APS

5 ul Temed

192 mM Glycin
SDS-Laufpuffer (10x) 25 mM Tris

0,1 % SDS

67,5 ml Aqua dest.

20 ml 10 % (w/v) SDS
12,5ml 0,5 M Tris (pH 6,8)
0,8 ml R-Mercaptoethanol
20 mM Tris

500 mM NacCl

0,1 % Tween 20

pH 7,5

500 mM Bicin

500 mM Bis-Tris

20,5 mM EDTA

pH 7,2

1 M Borsaure
Transferpuffer SDS-PAGE (20x) 1 M Tris

pH 8,3

4 ml Aqua dest.

3,3 ml 30 %iger Acrylamid-Mix
2,5ml 1,5 M Tris (pH 8,8)
100 pl 10% (w/v) SDS

100 pl 10% (w/v) APS

4 ul Temed

Sammelgel (5 %iges)

~Stripping“-Puffer

TBST-Puffer

Transferpuffer Native-PAGE (20x)

Trenngel (10 %iges)

2.1.12 Pflanzenmaterialien

Neben Arabidopsis thaliana Columbia-0- (Col-0) und Col-3, gl1-Pflanzen wurden fiir die
unterschiedlichen Experimente die in den Tabellen 2.6 bis 2.9 aufgelisteten Linien
verwendet. Flr die Linien, die nicht im Zuge der vorliegenden Arbeit erzeugt worden sind,

wurde die entsprechende Bezugsquelle angegeben.

Tab. 2.6: Verwendete Einfach- bzw. Doppelmutanten

Allele Okotyp Bezeichnung Referenz
pen2-1 Col-3, gl1 Lipka et al., 2005
pen2-2 Col-0 GABI-KAT 134C04 Rosso et al., 2003
cyp81lF2-2 Col-0 GABI-KAT 097D04 Rosso et al., 2003
pen3-1 pen2-3 Col-0 Stein et al., 2006
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Tab. 2.7: Verwendete einfach transgene Fluoreszenzmarkerlinien

Linie Genotyp Selektionsmarker
CYP81F2-RFP cyp81F2-2 (Pcypsir2::CYP81F2-RFP) BASTA
GFP Col-0 (P3s5s::GFP) Kan
GFP-APX3 " BM (Psss::GFP-APX3) Kan
GFP-PENtherm pen2—1 (PPENQZZGFP- PENZCterm) Kan
mt-ck 2 Col-0 (P3ss::mt-ck) Kan
mt-gk % Col-0 (P3ss::mt-gk) Kan
mt-rk Col-3, gl1 (P3ss::mt-rk) Kan
mt-rk pen2-1 (Pass::mt-rk) Kan
PEN2-GFP ? pen2-1 (Ppen::PEN2-GFP) BASTA
PEN2-GFP-AC3 pen2-1 (Ppeng::PEN2-GFP-AC3) BASTA
PEN2-GFP-AC4 pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP-AC4) BASTA
PEN2-GFP-AC5 pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP-ACS) BASTA
PEN2-GFP-ACterm pen2-1 (Ppeny::PEN2-GFP-ACterm) BASTA
PEN2-GFP-ATM pen2-1 (Ppeng::PEN2-GFP-ATM) BASTA
PEN2-GFP-APX3¢term | pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP-APX3cterm) BASTA
PEN2-GFP"®*¢ pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFPX%%€) BASTA
PEN2-RFP pen2-1 (Ppeno::PEN2-RFP) BASTA
PEN2-RFP pen3-1 pen2-3 (Ppenz::PEN2-RFP) BASTA
PEN3-GFP * pen3-1 Ppens:PEN3-GFP) Kan
px-ck? Col-0 (P3ss::px-ck) Kan
pXx-rk Col-3, gl1 (Psss::px-rk) Kan
pXx-rk pen2-1 (Pass::px-rk) Kan
RFP-PEN4 pen2-1 (Psss::RFP-PEN4) Kan

" Narendra et al., 2006; ? Nelson et al., 2007; ¥ Lipka et al., 2005; * Stein et al., 2006

Tab. 2.8: Verwendete doppeltransgene Fluoreszenzmarkerlinien

Line

Genotyp

ER-ck x CYP81F2-RFP

cyp81lF2-2 (Pcypegir2::CYP81F2-RFP x Pass::ER-ck)

ER-rk x PEN2-GFP

pen2-1 (Ppeny::

PEN2-GFP X P3ss::ER-rk)

G-rk x PEN2-GFP

pen2—1 (PPENZ::

PEN2-GFP x P3ss::G-rk)

mt-rk X GFP-PEN2¢term

pen2-1 (PPENZ:

:GFP- PEN2¢ierm X P3ss::mt-rk)

mt-rk x PEN2-GFP

pen2-1 (Ppeny::

PEN2-GFP X Pgss ::mt-rk)

mt-rk x PEN2-GFP-APX3cterm

pen2-1 (Ppeny::

PEN2-GFP-APX3cterm X P3ss::mt-rk)

pm-rk x PEN2-GFP

pen2—1 (PPENZ::

PEN2-GFP x Pass :;pm-rk)

pt'rk X G FP'PENZCterm

pen2-1 (Ppeng:

:GFP- PEN2ctem X Pass::pt-rk)

pt-rk x PEN2-GFP

pen2-1 (PPENZ::

PEN2-GFP x P3ss::pt-rk)

px-rb x GFP-APX3

BM (P3s55::GFP-APX3 X P3ss::px-rb)

pX‘rk X GFP‘PENZCterm

pen2-1 (Ppeny:

:GFP- PEN2¢term X Psss::px-rk)

px-rk x PEN2-GFP

pen2-1 (Ppeng:

:PEN2-GFP X Pg3ss::px-rk)

px-rk x PEN2-GFP-APX3cterm

pen2-1 (PPENZ:

‘PEN2-GFP-APX3cterm X P3ss::px-rk)

RFP x PEN2-GFP-ATM

pen2-1 (Ppeny:

:PEN2-GFP-ATM X P3s5::RFP)

RFP-APX3 x mt-gk

Col-0 (P3ss::mt-gk X Papxs::RFP-APX3)

RFP-APX3 x px-ck

Col-0 (P3ss::px-ck X Papxs::RFP-APX3)

RFP-PEN4 x PEN2-GFP

pen2-1 (Ppeng:

:PEN2-GFP x P3ss::RFP-PEN4)

RFP-TOM20-4 x mt-gk

Col-0 (P3ss::mt-gk X P3ss::RFP-TOM20-4)

RFP-TOM20-4 x PEN2-GFP

pen2-1 (Ppeny:

:PEN2-GFP x P3s5::RFP-TOM20-4)

RFP-TOM20-4 x px-ck

Col-0 (Psss::px-ck X Pzss::RFP-TOM20-4)
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Tab. 2.9: Verwendete Kreuzungen unterschiedlicher Linien
d-Linie Q-Linie
BM (P35S::GFP-APX3) Col-0 (P35S::mt-Ck)

pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP) cyp81lF2-2 (Pcypsir2::CYP81F2-RFP)
pen2-1 (Ppeny::PEN2-RFP) pen2-1 (Ppeny::GFP-PEN2¢iem)
pen2-1 (Ppeny::PEN2-RFP) pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP)
pen2-1 (Ppeno::PEN2-RFP) pen2-1 (Ppenz::PEN2-GFP-ATM)
pen2-1 (Ppeny::PEN2-RFP) pen3-1 (Ppenz::PEN3-GFP)

XX [ XX | X |X

2.2 Methoden

2.2.1 Anzucht von Bakterien

Zur Kultivierung von Bakterien Uber einen gewissen Zeitraum hinweg wurde, je nach
Bakterienstamm, LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, pH 7) und 15 g/l
Agar fur Escherichia coli (E. coli) bzw. dYT-Medium (16 g/l Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l
NaCl) und 15 g/l Agar fur Agrobakterien verwendet. Dazu wurde eine Kultur von Bakterien
mit einer sterilen Impfése nach der Drei-Strich-Ausstrich-Methode auf Agar mit dem
jeweiligen Medium und den fir den Stamm spezifischen Selektionsmarkern ausplattiert. Die
Inkubationstemperatur sowie die Lange der Inkubation wurde gemal® den
Wuchsbedingungen des Bakterienstamms angeglichen. Fir E. coli betrugen diese
Parameter 37 °C Uber Nacht wahrend Agrobakterien zwei Tage bei 28 °C inkubiert wurden.
Die anschlieBende Lagerung der Platten erfolgte bei 4 °C im Kuhlschrank. Flissigkulturen
wurden bei den entsprechenden Temperaturen und 180 rpm im Inkubationsschuttler
geschittelt. Fir eine langere Lagerzeit wurden Glycerolstocks hergestellt und bei -80 °C
gelagert. Dazu wurden Vorkulturen des jeweiligen Stammes angezogen und die Bakterien
bei 4500 rpm pelletiert. Nachdem der Uberstand verworfen worden war, wurde das Pellet
unverzuglich in sterilem 60 %igem Glycerol resuspendiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren.

2.2.2 Herstellung und Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Die in diesem Labor verwendeten Zellen wurden als chemisch kompetente E. coli-Zellen mit
der Rubidiumchlorid-Methode hergestellt. Hierfiir wurden zunachst 5 ml dYT-Medium ohne
weitere Selektionsmarker mit TOP10 E. coli-Zellen angeimpft und tGber Nacht bei 37 °C und
180 rpm im Schittelinkubator kultiviert. Diese Vorkultur wurde zum Animpfen von 500 ml
dYT-Medium eingesetzt und bis zu einer ODgy = 0,5 flr ca. drei Stunden im

Schittelinkubator angezogen. AnschlieRend wurden die Zellen mittels Zentrifugation nach
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einer 15-mindtigen Inkubation auf Eis bei 4 °C und 4000 rpm in sterilen Behaltern pelletiert.
Das Pellet wurde in 80 ml TFB1-Puffer resuspendiert und erneut nach einer weiteren 15-
mindtigen Inkubation auf Eis abzentrifugiert (4 °C, 4000 rpm). Die pelletierten Zellen wurden
in 8 ml TFB2-Puffer resuspendiert und fir die nachfolgende Verwendung in Einheiten von 50
Ml aliquotiert. Nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff konnten die Zellen anschlie3end
bei -80 °C aufbewahrt werden.

Die chemisch kompetenten Zellen konnten nun fir die Transformation von DNA mittels
Hitzeschock herangezogen werden. Dazu wurden zu 50 ul kompetenter, auf Eis aufgetauter
Zellen ca. 10 bis 25 ng Plasmid-DNA eines Ligationsansatzes gegeben und vorsichtig
gemischt. Nach einer Inkubation auf Eis fir 10 Minuten erfolgte der Hitzeschock fir 60
Sekunden bei 42 °C, gefolgt von einer erneuten 10-minitigen Inkubationszeit auf Eis. Nach
Zugabe von 800 pl sterilem dYT-Medium wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C unter
leichtem Schiitteln (180 rpm) angezogen. AbschlieRend erfolgte die Ausplattierung der

transformierten Zellen auf antibiotika-haltigem Medium.

2.2.3 Herstellung und Transformation kompetenter Agrobakterien

Zur Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien wurden die Zellen zunachst fur 2 Tage
bei 28 °C auf dYT-Agarplatten kultiviert. Mit einer Einzelkolonie wurden im Folgenden 5 ml
dYT-Medium angeimpft und flr weitere 2 Tage bei 28 °C unter Schitteln (180 rpm)
inkubiert. Mit dieser Vorkultur erfolgte die Animpfung der Hauptkultur (500 ml dYT-Medium),
die bis zu einer ODgg = 0,5 wachsen gelassen und bei 4 °C und 4000 rpm fur 15 Minuten
anschlielfend abzentrifugiert wurde. Das Pellet wurde in 100 ml eiskaltem sterilen Aqua
dest. resuspendiert und erneut bei 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Anschlielend nahm man
das Pellet in 50 ml eiskaltem Wasser auf und Uberflhrte die Lésung in ein steriles Falkon-
Gefall. Nach wiederholter Zentrifugation mit gleichen Parametern homogenisierte man das
Pellet in 800 pl eiskaltem, 10 %igem Glycerol. Die kompetenten Zellen konnten nun in 50 pl-
Einheiten aliquotiert und bei -80 °C eingelagert werden.

Die elektrokompetenten Agrobacterium tumefaciens-Zellen des Stammes GV3101 bzw.
GV3101 pMP90RK wurden flir Experimente der vorliegenden Arbeit durch Elektroporation
mit Plasmid-DNA transformiert. Hierfir wurde ein auf Eis aufgetautes Aliquot kompetenter
Zellen vorsichtig mit 0,5 bis 1 ug DNA einer Plasmid-Praparation gemischt. Anschliel3end
wurden die Zellen in eine vorgeklhlte Elektroporations-Kivette transferiert und mittels
Elektroporator transformiert (25 pF, 2,5 kV, 400 Q). Hiernach wurden die Zellen erneut auf
Eis Uberfihrt und 600 pl steriles dYT-Medium zugegeben. Nach mehrmaligem Auf- und

Abpippettieren wurden die Zellen aus der Kivette in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt.
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Die anschliefende Inkubation der Zellen erfolgte bei 29 °C und 180 rpm flr ca. 1 Stunde,

wonach der Ausstrich auf Selektivmedium erfolgte.

2.2.4 Extraktion genomischer DNA aus Pflanzen

Zur Extraktion genomischer DNA wurden zwei Arabidopsis-Blattchen mit Edwards-Puffer im
Reaktionsgefal® gemoérsert und anschliefsend bei 65 °C fiur 10 Minuten inkubiert. Nach einer
10-minltigen Lagerung auf Eis wurde den Proben 200 ul eisgekihltes Chloroform
hinzugesetzt und durch Vortexen gut gemischt. Hiernach wurden die Zellbestandteile bei
13000 rpm fir 10 Minuten abzentrifugiert und die obere Phase in ein neues Reaktionsgefaf}
Uberfihrt. Die Fallung der DNA erfolgte mit 300 pl eiskaltem Isopropanol, wonach sich eine
erneute Zentrifugation bei Raumtemperatur (10 min; 13000 rpm) anschloss. Das Pellet
wurde mit 1 ml 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugiert. Nach
vollstdndigem Trockenen des Pellets konnte dieses in 100 yl TE-Puffer aufgenommen und
geldst werden. Die auf diese Weise isolierte DNA wurde zur Genotypisierung von

transgenen Linien verwendet. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei -20 °C.

2.2.5 Extraktion von RNA aus Pflanzen

Das Alter der zur Extraktion von RNA herangezogenen Pflanzen betrug innerhalb der
vorliegenden Arbeit hochstens 6 Wochen. Dazu wurden die Blatter nach der Ernte
unverzlglich in flissigem Stickstoff tiefgefroren und unter Zugabe desselbigen gemdrsert.
Hiernach aliquotierte man das Pflanzenmaterial zu jeweils 100 mg und versetzte die Proben
mit 1 ml Qiazol (Qiagen, Venlo, Niederlande). Fur ca. 10 Minuten wurden die Proben auf
dem Schittler gut gemischt und anschliefend mit 200 ul Chloroform versetzt. Erneut
erfolgte eine 10-minutige Schittelphase bevor das Zellmaterial schlieRlich bei 13000 rpm flr
eine Stunde bei 4 °C abzetrifugiert wurde. Die obere Phase wurde in ein neues
Reaktionsgefal® Gberfuhrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt und nach einer 10-mindtigen
Inkubationsphase erneut abzentrifugiert (13000 rpm; 15 min; 4 °C). Das Pellet wurde
vorsichtig vom Isopropanol befreit, mit 70 %igem Ethanol gewaschen und erneut
abzentrifugiert (13000 rpm; 10 min; 4 °C). Nach der Trocknung konnte das Pellet in 50 pl
autoklaviertem und RNase-freiem destillierten Wasser resuspendiert werden.

Um die letzten Rickstdnde an DNA zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau mit Hilfe des

Qiagen-Kits durchgefiihrt.
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2.2.6 Reverse Transkription zur Herstellung von cDNA

Fir den Einsatz der aus Pflanzen isolieten RNA in weiteren Experimenten wie der
semiquantitativen RT-PCR musste diese zunachst in cDNA umgeschrieben werden. Dies
geschah in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des RevertAid™ H Minus Reverse
Transcriptase Kits von Fermentas (St. Leon-Rot), das eine reverse Transkriptase und
andere fir die Reaktion bendétigten Komponenten beinhaltet. Dazu wurden ca. 1,5 ug RNA
mit den entsprechenden Komponenten aus dem Kit versehen und flr eine Stunde bei 42 °C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhéhung der Temperatur auf 70 °C fir 10 Minuten
gestoppt und anschlieend bei -20 °C gelagert. Fir die darauf folgende semiquantitative RT-

PCR wurde eine 1:10 Verdliinnung der gebildeten cDNA als Template verwendet.

2.2.7 Amplifikation von DNA in der PCR

Fir die Vervielfaltigung eines definierten DNA-Abschnitts in vitro dienten in der vorliegenden
Arbeit die Enzyme Pfu (Pyrococcus furiosus) DNA-Polymerase und DreamTaq™ (Thermus
aquaticus) DNA-Polymerase von Fermentas (St. Leon-Rot), die mit den weiteren
Komponenten des Kits nach den Herstellerangaben gemischt wurden. In Tabelle 2.10 sind
die Konditionen der PCR angegeben, die je nach GréRe der zu amplifizierenden DNA-
Sequenz bzw. Beschaffenheit der Primer entsprechend angepasst wurden. Dieses
Verfahren wurde sowohl flr die Klonierung, als auch fir die semiquantitative RT-PCR und

Kolonie-PCR herangezogen.

Tab. 2.10: Konditionen der PCR

Schritt Temperatur | Zeit Zyklen
Denaturierung | 95 °C 2 min 1x
Denaturierung | 95 °C 30 sek

Annealing 50-65°C | 30 sek 25 _ 35x

. o 1 min / kbp (DreamTaq™)
Elongation 72 °C 2 min / kbp (Pfu)

Extension 72 °C 5-10 min 1Xx

2.2.8 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA und RNA erfolgte mit Hilfe der Gelelektrophorese bei 90 V fir ca.
45 Minuten. Dazu wurde ein entsprechendes Volumen der aufzutrennenden Nukleinsaure-
Lésung mit 6x DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 0,5 bis 2 %iges Agarosegel als Trager
geladen. Als Laufpuffer diente TAE-Puffer. Die Anfarbung der Nukleinsauren im Gel erfolgte
mit Ethidiumbromid (1 Tropfen Ethidiumbromid-Lésung pro 50 ml Agarosegel, Roth,
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Karlsruhe), das zwischen den Basen der DNA interkaliert und mittels UV-Strahlung detektiert
werden kann. Zu Klonierungszwecken wurden die DNA-Fragmente aus dem Gel
ausgeschnitten und anschlieBend mit dem NucleoSpinExtract Il Kit der Firma Macherey-

Nagel (Duren) extrahiert.

2.2.9 Plasmidpréaparation

Die Isolierung von Plasmiden aus Zellen von E. coli oder Agrobakterien erfolgte mittels
alkalischer Lyse. Hierfir wurden zunachst 5 ml LB-Flissigmedium mit dem Bakterienstamm
angeimpft, die entsprechenden Antibiotika hinzugefliigt und fir ein bis zwei Tage im
Schittelinkubator kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen in ein 2 ml Reaktionsgefaly
Uberfiihrt und bei Raumtemperatur und 6000 rpm fir 5 Minuten abzentrifugiert. Die
Resuspendierung des Bakterienpellets erfolgte in 200 ul Lyse-Puffer | (siehe Tab. 2.5). Nach
Zugabe von 200 pul Lyse-Puffer Il schwenkte man das Gefal} vorsichtig vier- bis sechsmal
um 180° und fugte sofort 200 pl Lyse-Puffer Il hinzu. Das Gefald wurde erneut vorsichtig
Uber Kopf geschwenkt und bei Raumtemperatur und 13000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert.
Der entstandene Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefal Gberfiihrt und mit 450 pl
eiskaltem Isopropanol versetzt, was zur Fallung der Plasmid-DNA fiihrte. Diese wurde fur 10
Minuten bei 13000 rpm pelletiert und mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach Lufttrocknung
konnte die Plasmid-DNA in sterilem TE-Puffer aufgenommen und flr weitere Zwecke

verwendet werden.

2.2.10 Restriktionsverdau und Ligation

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA oder der in der PCR amplifizierten DNA erfolgte in
der Regel bei 37 °C fir ein bis drei Stunden im Thermomixer. Dazu wurde die zu
schneidende DNA in ein Reaktionsgefall mit den jeweiligen Restriktionsenzymen und dem
entsprechenden Puffer nach Herstellerangaben pipettiert. Nach dem Verdau erfolgte
entweder die direkte Aufreinigung des Reaktionsansatzes mit Hilfe des NucleoSpinExtract
Kits der Firma Macherey-Nagel (Diren) oder eine vorgeschaltete Auftrennung der
Fragmente durch die Gelelektrophorese.

Fir die Ligation der Plasmid-DNA (Vektor) mit dem DNA-Fragment (Insert) wurde die T4
DNA-Ligase von Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet und ein Verhaltnis von 1:5 von Vektor
zu Insert fur den Reaktionsansatz gewahlt. Die Ligations-Reaktion erfolgte in einem
Gesamtvolumen von 10 ul bei 16 °C Uber Nacht oder fir drei Stunden bei 18 °C im
Thermomixer. AnschlieBend konnte der Ligationsansatz in kompetente E. coli-Zellen

transformiert oder bei -20 °C gelagert werden.
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2.2.11 Kolonie-PCR

Nach Transformation der kompetenten E. coli-Zellen mit dem Ligationsansatz und
anschliellender Selektion auf antibiotika-haltigen LB-Agarplatten wurde die Integration des
Inserts in den Vektor mittels Kolonie-PCR Uberprift. Hierfir wurde ein Teil der
Bakterienkolonie mit einer Pipettenspitze in ein Reaktionsgefa® mit 100 ul Aqua dest.
transferiert, gevortext und anschlielend bei 95 °C fir 10 Minuten inkubiert. Die so
entstandene Losung diente als Template (1 bis 2 ul pro 50 pl PCR-Reaktionsansatz) fir die
PCR. Mit Hilfe bestimmter Primer-Kombinationen, die innerhalb und auflerhalb des
Fragments binden, konnte eine erfolgreiche Insertion des Fragments in den Vektor Gberprift

werden.

2.2.12 Sequenzanalyse von Plasmiden

Um ganz sicher zu gehen, dass das Insert im Plasmid in der korrekten Nukleotidabfolge
vorlag, erfolgte eine Sequenzierung des Fragments. Hierfir wurden in einem
Gesamtvolumen von 7 pl ca. 600 bis 700 ng Plasmid-DNA zusammen mit 20 pmol Primer
angesetzt, zur Firma Seglab (Goéttingen) geschickt, die die Sequenzierung im Extended Hot
Shot Verfahren durchflihrte. Die darauf folgende Analyse der Sequenzinformationen erfolgte
mit Hilfe der Software Clone Manager Professional Suite Version 8 (Scientific & Educational
Software, USA).

2.2.13 Proteinextraktion aus Pflanzen

Fir die Extraktion der Proteine wurde das Blattmaterial in flissigem Stickstoff mit einer
kleinen Spatelspitze voll Sand gemorsert und anschlieRend bei -80 °C gelagert oder mit
GTEN-Puffer plus Protease-Inhibitor-Cocktail von Sigma-Aldrich (Steinheim) im Verhaltnis
von 100 mg Pflanzenmaterial zu 300 pl GTEN-Puffer weiter verarbeitet. Um eine
Degradation der Proteine zu verhindern, wurden die Proben stets auf Eis gehalten. Der
entstandene Rohextrakt wurde daraufhin in ein Eppendorfreaktionsgefald Gberfihrt und bei
13000 rpm und 4 °C fur 10 Minuten abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation erfolgte ein
Transfer des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaR. AbschlieRend wurde die
Proteinkonzentration mit Hilfe des Bradford-Tests bestimmt und die Proben bei -20 °C
gelagert. Die so gewonnenen Proteinextrakte wurden fir Western-Blot-Analysen und

Immunoprazipitationsexperimente verwendet.
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2.2.14 Quantitative Bestimmung von Proteinen

Zur quantitativen Bestimmung von Proteinen wurde der Bradford-Test (Bradford, 1976) bzw.
das von Lowry et al. (1951) entwickelte Verfahren herangezogen. Bei beiden Tests handelt
es sich um eine photometrische Methode, mit deren Hilfe sich Gesamtproteingehalte
verschiedener Extrakte ermitteln lassen. Zu diesem Zweck wurden 2 pl der unverdinnten
Proteinextrakte mit 998 pl 1x Roti-Quant Bradford-Farbeldsung von Roth (Karlsruhe)
gemischt und die Absorption bei 595 nm gemessen.

Fur die Proteingehaltsbestimmung nach Lowry wurden die Reagenzien A und B im
Verhaltnis 50:1 gemischt (Tab 2.5). Von dieser Lésung wurde 1 ml zur verdinnten
Proteinprobe (100 ul) pipettiert, gemischt und fir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach erfolgte eine Zugabe von 100 ul Folin-Ciocalteu’s Phenol-Reagenz, das zuvor im
Verhaltnis 1:1 mit Aqua dest. verdiinnt wurde. AnschlieRend erfolgte eine weitere Inkubation
der Probe bei Raumtemperatur fur 30 Minuten. Die Absorption der Losung wurde bei 750
nm gemessen. Um eine Trubung der Proben durch Triton X-100 zu verhindern, wurde
gegebenenfalls eine 0,1%ige SDS-L6sung zum Reagenz A hinzugefugt.

Zur Erstellung der Eichkurve wurde eine BSA-Stammldsung (1 mg/ml) verwendet und nach

Herstellung einer entsprechenden Verdunnungsreihe in der jeweiligen Methode eingesetzt.

2.2.15 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Proteine erfolgte aufgrund der Anlagerung des negativ geladenen SDS-
Moleklls nach dem Molekulargewicht. Dazu wurde der Proteinextrakt mit  einer
entsprechenden Menge an Lammli-Ladepuffer versetzt. Die GroéRenbestimmung erfolgte
mittels des Proteinmarkers PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder von Fermentas (St.
Leon-Rot). Fir die elektrophoretische Auftrennung wurde ein SDS-Polyacrylamidgel
gegossen, das aus einem Sammelgelbereich und einem Trenngelbereich bestand. In
Tabelle 2.5 ist die Zusammensetzung des Sammel- und des Trenngels aufgefiihrt. Hierzu
wurde zunachst das Trenngel zusammengemischt, in die GielBkammer bis ca. 2 cm unter
den Rand gefullt und anschlieRend mit Isopropanol Uberschichtet. Nach 45 Minuten war die
Polymerisation weitgehend abgeschlossen. Daraufhin wurde das Isopropanol entfernt, das
Sammelgel in die Kammer gegossen und ein Kamm eingefuhrt. Die GieBkammer wurde
nach 45 Minuten aus der Halterung geldst, in die Elektrophorese-Apparatur Uberflihrt und
mit SDS-Laufpuffer Uberschichtet. Je nach Geltaschengréfe und Proteinkonzentration
wurde ein Probenvolumen von 30 bis 70 pl geladen. Die elektrophoretische Auftrennung der
Proteine erfolgte fir ca. 90 Minuten bei 120 V.
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2.2.16 Blue-Native-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine in der Blue-Native-PAGE (PAGE - Polyacrylamid-
Gelelektrophorese) wurden die NativePAGE™ Novex® 3-12 % Bis-Tris Gele von Invitrogen
life technology™ (Carlsbad, USA) und die dazugehdrige Elektrophorese-Apparatur den
Herstellerangaben entsprechend verwendet. Hierzu wurde die Proteinprobe zunachst mit
NativePAGE™  Probenpuffer verdinnt wund Digitonin als Detergenz in einer
Endkonzentration von 1 % hinzugefugt. Die Elektrophorese erfolgte zunachst bei 150 V flr
60 Minuten und dann fur weitere 60 bis 90 Minuten bei 250 V im Kuhlraum bei 4 °C. Als
Kathodenpuffer diente der NativePAGE™ Laufpuffer mit 0,002 % Coomassie G-250 (,light

blue cathode buffer).

2.2.17 Western-Blot-Analysen

FUr den Transfer der Proteine nach der SDS-PAGE bzw. Blue-Native-PAGE auf eine PVDF-
Membran wurde das entsprechende Gel aus der Gelhalterung entfernt und in die
Transferkammer Mini Trans-Blot der Firma Bio-Rad (Hercules, USA) uberfuhrt. Das Gel
wurde dazu auf drei Lagen Transfer-Puffer getranktes Whatman-Papier gelegt, darauf folgte
die Membran, die zuvor fur wenige Sekunden in Methanol geschwenkt wurde, und
abschlielend drei weitere Lagen feuchtes Whatman-Papier. AnschlieRend erfolge der
Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran in der Elektrophorese-Apparatur, wobei der
Protein-Transfer aus der SDS-PAGE bei 100 V fur eine Stunde und der aus der Blue-Native-
PAGE bei 30 V fir zwei Stunden erfolgte. Zur Fixierung der aus der Blue-Native-PAGE
transferierten Proteine auf der PVDF-Membran wurde diese in 8 %iger Essigsaure fur 15
Minuten geschwenkt.

Nach dem Western-Blot wurde die Membran fir eine Stunde auf dem Inkubationsschdttler in
Blockierungspuffer leicht geschiittelt. Die anschliefende Inkubation erfolgte mit dem
primaren Antikérper Uber Nacht bei 4 °C. Dazu wurde der zuvor verwendete
Blockierungspuffer entfernt und durch frischen Blockierungspuffer ersetzt, welcher den
Antikérper in einer Verdinnung von 1:5000 oder 1:10000 enthielt. Nach drei Waschschritten
mit TBS-T fur jeweils 10 Minuten erfolgte die sekundare Antikdrperinkubation (Verdinnung
des Antikérpers 1:5000 bzw. 1:10000) fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Daraufhin
wurde die Membran erneut unter leichtem Schutteln dreimal fir 10 Minuten mit TBS-T
gewaschen und abschlielend fur 10 Minuten in AP-Puffer inkubiert. Der gebundene
Antikérper wurde durch Chemiluminiszenz nach Zugabe des Substrats Immun-Star AP von
Bio-Rad (Hercules, USA) detektiert. Dazu wurde das Substrat gleichmafig auf der Membran

verteilt und fir wenige Minute inkubiert. Die Uberschissige Lésung wurde entfernt und die
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Membran in eine Klarsichtfolie transferiert. In der Dunkelkammer wurde ein Rdntgenfilm
(CEA RP New, CEA, Hamburg) auf die Membran gelegt und in einer Rontgenfilmkassette fur
5 bis 45 Minuten exponiert.

Falls die verwendete Membran nicht wieder verwendet wurde, wurde sie zur Dokumentation
angefarbt und eingescannt. Hierflir wurde die PVDF-Membran zunachst fir eine Minute in
Coomassie-Farbelosung geschwenkt und anschliefiend mit Entfarbeldsung fiir ein bis zwei

Minuten gewaschen.

2.2.18 , Strippen” von Membranen

Zur erneuten Verwendung von Membranen wurden die gebundenen Antikdrper mittels
,Strippen“ entfernt. Dazu wurde die Membran in 50 °C warmem ,Stripping“-Puffer fir eine
Stunde inkubiert. Eine vollstandige Entfernung des im Puffer enthaltenden
B-Mercaptoethanols erfolgte durch ein- bis zweistliindiges Waschen der Membran mit Aqua
dest. Abschlielend wurde die Membran fir 10 Minuten in TBS-T gewaschen und erneut flr

eine Stunde in Blockierungspuffer geschuttelt.

2.2.19 Immunoprazipitation

Far die Immunoprazipitations- bzw. Koimmunoprazipitationsexperimente wurden die mit
einem GFP-Antikérper ummantelten Agarose-Beads (GFP-Trap) der Firma ChromoTek
(Martinsried) den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Hierzu erfolgte zunachst eine
Waschung und Resuspendierung der Agarose-Beads in GTEN-Puffer. Zur
Immunoprazipitation der Proteine wurden ca. 30 bis 50 yl GFP-Trap Agarose-Bead-Lésung
pro ml Pflanzenextrakt eingesetzt. Die Inkubation erfolgte unter standiger Rotation entweder
fir 90 Minuten bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C. Anschlieliend wurden die
Agarose-Beads durch Zentrifugation bei 2700g fiir zwei Minuten vom Uberstand getrennt,
drei- bis funfmal mit eiskaltem GTEN-Puffer gewaschen und in 50 bzw. 100 pl GTEN-Puffer
aufgenommen. Die gebundenen Proteine wurden durch Kochen in Lammli-Puffer far drei
Minuten eluiert und durch Zentrifugation bei 17000g fur funf Minuten von den Agarose-
Beads getrennt. Das so gewonnene Eluat wurde entweder sofort fir Western-Blot-Analysen

verwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.2.20 Isolierung von Mitochondrien

Zur Isolierung von Mitochondrien aus Blattern von Arabidopsis wurde das von Holger Eubel

(Leibniz Universitdt Hannover, Institut fir Pflanzengenetik) vorgeschlagene Protokoll
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verwendet (personliche Kommunikation). Dazu erfolgten alle Arbeitsschritte entweder im
Kihlraum bei 4 °C oder auf Eis. Fir die Isolierung der Mitochondrien wurden ca. 200 g
Blattmaterial und 600 ml Extraktionspuffer verwendet. Hierzu wurde das Pflanzenmaterial
mit Extraktionspuffer in drei Schritten gemdrsert und jedes Mal Uber einen achtschichtigen
Mull-Filter filtriert. Dabei mérserte man das jeweils im Filter verbliebene Pflanzenmaterial
erneut mit Extraktionspuffer. Anschliel’end vereinigte man die Homogenate und filtrierte sie
erneut Uber eine vierschichtige Lage aus Miracloth. Nach einem Zentrifugationsschritt bei
25009 fir funf Minuten bei 4 °C, wurde der Uberstand in ein neues Zentrifugengefal
Uberfiihrt und die Prozedur bei 240009 fir 30 Minuten wiederholt. Daraufhin wurde das
Pellet in 4 ml BSA-beinhaltenden Sucrose-Waschpuffer (1x) mit Hilfe eines weichen Pinsels
resuspendiert. Die Mitochondrien-Fraktion wurde zu gleichen Anteilen auf ZwWei
Dichtegradienten geschichtet und fiir eine Stunde bei 4 °C und 40000g zentrifugiert. Die
Herstellung der kontinuierlichen Dichtegradienten erfolgte in einem Gradientmixer der Firma
Hoefer (Holliston, USA). Dazu wurden 16 ml der Gradientenlésung ohne PVP-40 bzw. 17 ml
der Gradientenldsung mit PVP-40 in die entsprechenden Kammern pipettiert und durch eine
Peristaltikpumpe in das Zentrifugenréhrchen transferiert. Nach der Zentrifugation war die
Mitochondrien-Fraktion als hellbraune Schicht im unteren Bereich des Dichtegradienten
sichtbar. Die oberen Schichten des Gradienten wurden vorsichtig abgesaugt, wahrend die
Mitochondrien-Fraktionen in neues Gefalle Uberfuhrt und mit Sucrose-Waschpuffer ohne
BSA dreimal gewaschen wurden (10 min; 24000g; 4 °C). Abschlielend wurde das
Mitochondrien-Pellet in ca. 0,3 bis 1 ml BSA-freiem Sucrose-Waschpuffer aufgenommen

und in Western-Blot-Analysen verwendet.

2.2.21 Isolierung von Peroxisomen

Die Anreicherung von Peroxisomen erfolgte nach einer vereinfachten Version des von
Reumann et al. (2007) publizierten Protokolls. Hierflir wurden zunachst 100 g Blattmaterial
mit 300 ml Extraktionspuffer gemdrsert und wie im vorherigen Abschnitt beschrieben filtriert.
Der so gewonnene Rohextrakt wurde dann bei 50009 fur eine Minute bei 4 °C zentrifugiert.
Je 20 ml des Uberstandes wurden auf einen diskontinuierlichen Dichtegradienten geladen.
Dieser Gradient bestand aus 3 ml 15 % Percoll-Losung, 9 ml 38 % Percoll-Lésung und 3 ml
36 % Sucrose-Losung (Tab. 2.5). Die anschlieBende Dichtegradientenzentrifugation erfolgte
bei 13000g fur 12 Minuten und fur weitere 20 Minuten bei 27000g. Nach der Zentrifugation
wurden die Peroxisomen-Pellets von mehreren Gradienten vereinigt und mit 36 % Sucrose-
Lésung gewaschen (30 min; 27000g; 4 °C). Abschliel’end erfolgte eine Resuspendierung

des Pellets mit einem weichen Pinsel in ca. 500 pl 36 % Sucrose-Lésung.
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2.2.22 Dichtegradientenzentrifugation

Fir die Auftrennung von Organellen in einem kontinuierlichen Dichtegradienten wurde das
von Lisenbee et al. (2003) publizierte Protokoll modifiziert. Dazu wurden ca. 20 g
Blattmaterial in 40 ml Extraktionspuffer gemoérsert und mittels Lagen aus Mull und Miracloth
wie bereits beschrieben filtriert. Die Zentrifugation des Rohextraktes erfolgte bei 4 °C und
2500g fur fanf Minuten. Ein Uberstand von ca. 30 ml wurde daraufhin auf ein Kissen von 3
ml 55 % Sucrose-Lésung geschichtet und anschlieBend fur 45 Minuten bei 1000009
zentrifugiert. Dieser zusatzliche Zentrifugationsschritt diente der Anreicherung von
Organellen im Pellet. Das so entstandene Pellet wurde mit einem entsprechenden Volumen
HEPES-Puffer auf eine Sucrose-Konzentration unterhalb von 15 % verdinnt und auf einen
kontinuierlichen Dichtegradienten geladen (ca. 5 ml). Zur Herstellung des Dichtegradienten
wurden je 15 ml 15 % Sucrose-Lésung und 55 % Sucrose-LOsung in die entsprechenden
Kammern des Gradientmixers pipettiert und durch eine Peristaltikpumpe in das
Zentrifugenréhrchen transferiert. Die Ultrazentrifugation erfolgte bei 4 °C und 1000009 fur
ca. 14 bis 18 Stunden in dem AH-629 Rotor der Firma Thermo Scientific (Waltham, USA).
Abschlieend wurde der Dichtegradient zu je 1,5 ml fraktioniert und bei -20 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der einzelnen Fraktionen wurde zunachst eine
Fallung der Proteine mittels TCA (Trichloressigsaure)-Fallung mit darauf folgender
Konzentrationsbestimmung nach Lowry et al. (1951) durchgeflihrt. Dazu wurde ein
entsprechendes Probenvolumen mit Aqua dest. auf 1 ml aufgefullt und mit je 100 pl 0,15
%iger DOC (Natriumdesoxycholat)-Losung bzw. 72 %iger TCA-L&ésung gemischt. Die
Fallung erfolgte fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Zur Abtrennung der Lésung wurde die
Probe fir 15 Minuten bei 17000g zentrifugiert und die prazipitierten Proteine anschlie3end

bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.23 Pflanzenanzucht

Fur die Aufzucht auf Erde wurden die Samen zunachst auf feuchte Fruhstorfer Erde Typ T
25 fein (Hawita, Vechta) ausgelegt, die zuvor mit Confidor WG70 (Bayer CropScience,
Monheim) und Wuxal (Aglukon, Dusseldorf) gegossen wurde (3 g Confidor WG70 und 40 ml
Wuxal auf 20 | Wasser). Die weitere Anzucht der Pflanzen erfolgte bei einem Tag-Nacht-
Rhythmus von 8 Stunden Licht zu 16 Stunden Dunkelheit, einer Temperatur von 18 bis
22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 bis 70 %. Nach ca. 7 bis 10 Tagen wurden
die Keimlinge pikiert und vereinzelt (5 Pflanzen pro 9 x 9 cm Topf). Zur Induktion der Blite
wurden die Pflanzen unter Langtagbedingungen angezogen (16 Stunden Licht zu 8 Stunden
Dunkelheit, 18 bis 22 °C und 60 bis 70 % relative Luftfeuchtigkeit).
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2.2.24 Kreuzungen

Fir die Kreuzungen unterschiedlicher Linien von Arabidopsis wurden junge Bluten
verwendet, die noch geschlossen und von aufRen keine weilRen Kelchblatter erkennbar
waren. Mit Hilfe einer besonders spitzen Pinzette wurden die Kelch- und Staubblatter
zunachst entfernt, ohne dabei die Fruchtblatter zu beschadigen. Aulerdem wurden die nicht
fir die Kreuzung verwendeten Bliten und benachbarten Seitentriebe entfernt. Zur
Bestaubung der Fruchtblatter wurden die reifen Pollensacke bereits gedffneter Bliten der
Vaterlinie verwendet. AnschlieRend wurden die Pflanzen zur Samenreife wieder in die

Langtagkammer Uberfihrt.

2.2.25 Stabile Transformation von Arabidopsis

Die stabile Transformation mittels Agrobakterien wurde nach dem ,floral dip“-Verfahren nach
Clough und Bent (1998) durchgefiihrt. Hierzu wurden die zu transformierenden Pflanzen zur
Ausbildung von Blutenstanden unter Langtagsbedingungen angezogen. Diese tauchte man
fur ca. eine Minute in eine Suspension aus Agrobakterien, die das zu transformierende
Plasmid enthielten. Dazu wurde zuerst eine Vorkultur (5 ml dYT-Medium) des bereits
transformierten Agrobakterienstammes angeimpft und flr zwei Tage im Schuttelinkubator
bei 28 °C und 180 rpm mit den entsprechenden Selektionsmarkern kultiviert. Anschlielend
wurde die Hauptkultur (500 ml dYT-Medium), die ebenfalls die bendtigten Antibiotika
enthielt, mit der vollstdndigen Vorkultur vereinigt und ebenfalls bei 28 °C und 180 rpm fur
einen Tag inkubiert. Die so entstandene Bakterienkultur wurde in 500 ml Zentrifugenbechern
bei 15 °C und 4000 rpm flir 15 Minuten abzentrifugiert. Die Resuspendierung des Pellets
erfolgte in frisch angesetzter Transformationslésung. Nach dem Eintauchen der Pflanzen in
die aus Agrobakteriensuspension wurden die Infloreszenzen mit Plastikhauben flr ca. 24
Stunden abgedeckt, um eine mdglichst hohe Luftfeuchte zu erzielen. Zur Transformation der
Pflanzen wurde entweder der Agrobakterienstamm GV3101 mit den Resistenzgenen fiir
Gentamycin und Rifampicin oder der Stamm GV3101 pMP90RK mit den Resistenzgenen fir
Gentamycin, Rifampicin und Kanamycin verwendet.

Die Selektion der so transformierten Pflanzen erfolgte je nach Plasmid auf kanamycin-
haltigem Phytoagar oder auf Erde. Fur die Selektion von Pflanzen auf Phytoagar (2 MS-
Medium: 2,2 g/l Murashige & Skoog Salz, 0,5 g/l MES, pH 5,7 und 14 g/l Phytoagar) wurden
die Samen zunachst fir 10 Minuten in Sterilisationsldsung inkubiert. Der Uberstand wurde
daraufhin durch 100 %iges Ethanol ersetzt und die Samen unter einer Sterilbank zum
Trocknen auf ein steriles Filterpapier gelegt. Daraufhin wurden die Samen auf kanamycin-

haltigem Phytoagar-Platten (Kan>®) ausgelegt, mit luftdurchlassigem Micropore-Band (3M,
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Saint Paul, USA) verklebt und zur Stratifizierung bei 4 °C flr 48 Stunden im Kihlraum
gelagert. Die weitere Aufzucht der Pflanzen erfolgte in einem Klimaschrank bei einem Tag-
Nacht-Rhythmus von 8 Stunden Licht zu 16 Stunden Dunkelheit (Kurztag) und einer
Temperatur von 18 bis 22 °C. Nach ca. zwei bis drei Wochen wurden die Keimlinge auf Erde
transferiert. Fir die Selektion mit dem Herbizid BASTA (Bayer CropScience, Monheim;
Verdiinnung 1:1000) wurden die Samen zunachst dicht auf Erde ausgelegt und ebenfalls zur
Stratifizierung bei 4 °C fir 48 Stunden im Kuhlraum gelagert. Nach ca. einer Woche erfolgte
der erste Spriuhvorgang mit dem Herbizid, welcher im Abstand von je drei Tagen noch
zweimal wiederholt wurde. Die so selektionierten Transformanten wurden anschlie3end in

neue Topfe pikiert und unter Kurztagbedingungen angezogen.

2.2.26 Transiente Expression in Tabak

Um bestimmte Konstrukte voribergehend in Pflanzengeweben zu exprimieren, und dadurch
z.B. ihre subzellulare Lokalisation innerhalb der Zelle mittels Fluoreszenzmikroskopie zu
bestimmen, wurde eine transiente Expression der Konstrukte in Nicotiana benthamiana
durchgefuhrt. Dazu dienten wie bereits bei der stabilen Transformation Agrobakterien, die
das zu transformierende Plasmid bzw. Konstrukt enthielten. lhre Anzucht erfolgte wiederum
in 5 ml dYT-Medium mit den fir das Plasmid und den Agrobakterienstamm spezifischen
Selektionsmarkern, z.B. Rif*°, Kan®® und Carb® fiir den Stamm GV3101 pMP90RK, welcher
mit pAMPAT-MCS-35S bzw. pAM-MCS-35S transformiert wurde. Durch Zentrifugation
wurden die Zellen (4000 rpm; 22 °C; 10 min) pelletiert und in Infiltrationspuffer resuspendiert
(Tab. 2.5). Die Suspension wurde in allen Infiltrationsansatzen auf eine ODgy = 0,3
eingestellt. Mit Hilfe einer Einwegkanile wurde die Suspension anschlielend in den
Interzellularraum junger Tabakpflanzen injiziert. Nach der Infiltration wurden die Pflanzen fr
drei Tage wieder in die Kurztagkammer Uberfihrt, bevor man sie schliellich mikroskopisch

untersuchen konnte.

2.2.27 Pilzanzucht

Der fiir die Inokulationsexperimente verwendete Gerstenmehltaupilz Blumeria graminis f.sp.
hordei Isolat K1 wurde auf Gerstenpflanzen (Hordeum vulgare) des Kultivars Ingrid (Linie |-
10) kultiviert. Hierfur wurden ca. 5 Tage alte Gerstenkeimlinge mit Sporen von Bgh inokuliert
und bei 16 Stunden Licht zu 8 Stunden Dunkelheit, einer Temperatur von 18 bis 22 °C und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 bis 70 % angezogen. Die gleichen
Anzuchtbedingungen wurden fur die Kultivierung des Erbsenmehltaupilzes Erysiphe pisi auf

Erbsen (Pisum sativum) der Sorte Kleine Rheinlanderin verwendet. Eine Kultivierung des
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kompatiblen Mehltaupilzes Golovinomyces cichoracearum hingegen wurde unter
Kurztagbedingungen bei einer Temperatur von ca. 18 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit

von 80 % auf Zucchinipflanzen (Cucurbita pepo) der Sorte Gold Rush durchgefuhrt.

2.2.28 Inokulation von Arabidopsis mit Pilzsporen

Zur Bestimmung der Invasions- und Zelltodraten von Wildtyppflanzen, Mutanten und
transgenen Pflanzen, sowie zur fluoreszenzmikroskopischen Analyse unterschiedlicher
GFP- bzw. RFP-markierter Reporterlinien, wurden unterschiedliche Arabidopsis-Linien mit
Sporen kompatibler und inkompatibler Mehltaupilze inokuliert. Dazu wurden die Pflanzen in
einem ca. 80 cm hohen Inokulationsturm platziert und gleichmafig mit Sporen bestaubt.
Dies erfolgte je nach Pathogen durch leichtes schiitteln der befallen Wirtspflanzen oder
durch aneinander reiben von sporentragenden Blattern, wie im Fall des Mehltaupilzes
Golovinomyces cichoracearum. Je nach Experiment erfolgte die Probennahme der

inokulierten Blatter zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

2.2.29 Analyse der Invasions- und Zelltodraten

Fir die Analyse der Invasions- und Zelltodraten mussten die Arabidopsis-Blatter zunachst
entfarbt werden. Dazu wurden die mit Pilzsporen inokulierten Blattchen 72 Stunden nach
Inokulation (72 hpi) geerntet, in 80 %iges Ethanol gegeben und bei Tageslicht ca. eine
Woche lang entfarbt. Bei diesem Vorgang wurde das Ethanol mehrmals gewechselt. Nach
der Entfarbung konnte die pflanzliche Callose-Deposition mittels Anilinblau-Farbelésung und
die pilzlichen Strukturen mit Hilfe von Coomassie-Farbeldésung sichtbar gemacht werden
(Tab. 2.5). Hierzu wurden die entfarbten Blatter Gber Nacht in Anilinblau-Farbelésung
inkubiert. Um eine vorzeitige Entfarbung des Anilinblaus zu vermeiden, wurden die Proben
lichtgeschitzt aufbewahrt. Daraufhin erfolgte ein mehrmaliges Schwenken der Blatter in
Coomassie-Farbelésung fur ca. 30 Sekunden. Abschliellend wurden die Blatter kurz in Aqua
dest. entfarbt und in Einbettungslésung auf einem Objekttrager platziert.

Die mikroskopische Analyse der Invasions- und Zelltodraten erfolgte mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskope DM5000 B bzw. DM750 der Firma Leica (Wetzlar) unter
Verwendung des Filterwlrfels A4 (Exitationsfilter BP 340 — 380 nm; Suppressionsfilter BP
470/40 nm) und des Durchlichts. Fur die quantitative Analyse der Invasions- und
Zelltodraten wurden auf mindestens drei unterschiedlichen Blattern jeweils tber 100
Interaktionsstellen ausgezédhlt und Zahlen von 0 bis 5 nach dem folgenden

Bewertungsschema zugeordnet:
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0 = ungekeimte Spore oder keine Reaktion der Pflanzenzelle

1 = Bildung einer Papille

2 = Bildung eines Haustoriums

3 = Bildung eines Haustoriums und Zelltodreaktion

4 = Bildung eines Haustoriums und sekundares Hyphenwachstum

5 = Bildung eines Haustoriums, sekundares Hyphenwachstum und Zelltodreaktion

Die Berechnung des Mittelwertes und der Standardabweichung sowie die grafische
Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit Hilfe von Microsoft Office Excel 2003 von Microsoft
(Redmond, USA). Zusatzlich wurden die Ergebnisse mittels des ungepaarten t-Tests

statistisch ausgewertet.

2.2.30 Konfokalmikroskopische Analysen

Die konfokalmikroskopischen Analysen von transgenen Arabidopsis-Linien wurden mit Hilfe
des TCS SP5 Konfokalmikroskops und der dazugehérigen Software LAS AF Leica
Application Suite V2.2.1 der Firma Leica (Wetzlar) durchgefihrt.

Zur Herstellung der Praparate wurde ein mdglichst ebenes Blattstlickchen von ca. drei bis
funf Wochen alten Pflanzen abgeschnitten. Diese Blattstickchen wurden mit der
Blattunterseite auf einen Objekttrager gelegt, in Wasser eingebettet und mit einem
Deckglaschen versehen.

Fur die konfokalmikroskopischen Untersuchungen der unterschiedlichen
Fluoreszenzproteine und Fluoreszenzfarbstoffe wurden die in Tabelle 2.11 aufgefiihrten

Parameter verwendet.

Tab. 2.11: Parameter zur Detektion unterschiedlicher Fluorophore

Fluorophor Anregu"ngs- Emissionsfilter
wellenldnge
Anilinblau 405 nm 430 -470 nm
CFP 458 nm 465 - 485 nm
FM 1-43 488 nm 600 - 650 nm
FM 4-64 488 nm 600 - 650 nm
GFP 488 nm 500 - 540 nm
Propidiumiodid | 561 nm 600 - 640 nm
RFP 561 nm 580 - 620 nm

Zur Anfarbung der pilzlichen Strukturen wurden die zu mikroskopierenden Blattstlickchen flir
ca. 30 Sekunden in FM 4-64- bzw. FM 1-43-Farbelésung oder Propidiumiodid-Farbeldsung
getaucht und anschlieRend kurz in Wasser gewaschen. Die Callose-Farbung erfolgte mittels
einer Anilinblau-Farbeldsung nach der von Meyer et al. (2009) publizierten Methode durch

direkte Infiltration der L6sung, ca. eine Stunde vor Inokulation, ins Blattgewebe.
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Far die Aufnahme und Bearbeitung von Einzel- und Serienbildaufnahmen (Z-Serie ’ bzw.

Zeitreihe ' ) sowie die Erstellung von Maximalprojektionen wurde die oben aufgeflihrte
Software verwendet. Zur Veranschaulichung ist das Prinzip der Z-Serie, namlich die

Aufnahme mehrerer Bilder in der Z-Dimension in Abbildung 2.1 dargestellt.

Z-Serie Maximalprojektion

Abb. 2.1: Schematische Darstellung einer Z-Serie und der daraus gebildeten Maximalprojektion.
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3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur subzellularen Lokalisation von PEN2

Um die subzelluldare Lokalisation von PEN2 nach Pathogenbehandlung genauer zu
untersuchen, wurde die von Lipka et al. (2005) generierte transgene PEN2-GFP-Linie
verwendet. Hierzu wurde das Fluoreszenzprotein zwischen den vorhergesagten globularen
Teil von PEN2 und der C-terminalen Extension integriert (Lipka et al., 2005). Die Expression
des Fusionskonstrukts erfolgte durch den nativen Promotor von PEN2 (Ppgnz) im pen2-1-
Mutantenhintergrund. Wie schon von Lipka et al. (2005) beschrieben, ist das PEN2-GFP-
Fusionsprotein in der Lage, den pen2-Penetrationsphanotyp zu komplementieren. Weiterhin
wurde gezeigt, dass das Fusionsprotein in der Peripherie von mobilen
Membrankompartimenten lokalisiert ist, welche nach Inokulation mit Bgh an
Interaktionsstellen akkumulieren (Lipka et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
subzelluldre Lokalisation und das dynamische Verhalten der PENZ2-GFP-assoziierten

Membrankompartimente mit Hilfe konfokaler Mikroskopie im Detail analysiert.

3.1.1 Fluoreszenzmikroskopische Analysen zur PEN2-Aggregation

Neben der zuvor beschriebenen Akkumulation der fluoreszenz-markierten Kompartimente,
konnte auch eine deutliche Fluoreszenzintensivierung der Reporterfusion am Ort der
versuchten Invasion beobachtet werden (Abb. 3.1A bis 3.1E). Diese pathogen-induzierte
Fluoreszenzakkumulation des PEN2-GFP-Signals tritt dabei nicht nur in der inkompatiblen
Interaktion mit Bgh (Abb. 3.1A), sondern auch in weiteren Pathogen-Interaktionen auf. Wie
in Abbildung 3.1 zu erkennen ist, kann dieses Phanomen auch in der kompatiblen
Interaktion mit dem Mehltaupilz Erysiphe cruciferarum beobachtet werden (Abb. 3.1B).
Weitere Pilze wie z. B. der hemibiotrophe Pilz Colletotrichum higginsianum (Abb. 3.1C) oder
der nekrotrophe Pilz Botrytis cinerea (Abb. 3.1D) induzieren ebenfalls die Intensivierung des
PEN2-GFP-Signals an der Stelle der versuchten Invasion. Interessanterweise scheint dies
nicht nur eine spezifische Reaktion der Pflanze bei pilzlichen Invasionsversuchen zu sein,
da ahnliche Beobachtungen an Interaktionsstellen mit dem Oomycet Phytophthora capsici

gemacht werden konnten (Abb. 3.1E).
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Hellfeld PEN2-GFP Uberlagerung

Abb. 3.1: Pathogen-induzierte PEN2-GFP-Fluoreszenzintensivierung an Orten der versuchten
Penetration.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von Epidermiszellen PEN2-GFP-exprimierender
Pflanzen nach Inokulation mit unterschiedlichen Pathogenen: (A) Bgh (20 hpi), (B) Erysiphe cruciferarum (14
hpi), (C) Colletotrichum higginsianum (72 hpi), (D) Botrytis cinerea (48 hpi) und (E) Phytophthora capsici (18 hpi).
hpi (hours post inoculation), Stunden nach Inokulation. MaRstabsbalken = 10 pm.
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Um die Akkumulation im  Zeitverlauf genauer zu untersuchen, wurden
Zeitverlaufsexperimente mit Hilfe von mikroskopischen Aufnahmen durchgefiihrt. Neben der
Akkumulation der fluoreszenz-markierten Kompartimente wurde darlber hinaus auch eine
deutliche zeitverlaufsabhangige Intensitatszunahme des Fluoreszenzsignals an der
versuchten Invasionsstelle beobachtet (Abb. 3.2). Bei einer genaueren Betrachtung der
Fluoreszenzakkumulation fallt auf, dass diese sich aus rundlichen Strukturen
zusammensetzt, welche sich in ihrer Intensitit von der des PEN2-GFP-assoziierten
Membrankompartiments  unterscheiden.  Diese  rundlichen  Strukturen  erhohter
Reporterfusion-Konzentration nehmen im Laufe der Pathogenabwehr nicht nur in ihrer
Grofle zu, sondern auch in ihrer Anzahl (Abb. 3.2). Zur Vereinfachung werden diese
rundlichen Strukturen erhéhter PEN2-GFP-Intensitat von nun an als PEN2-GFP-Aggregate
bezeichnet. Wie in Abbildung 3.2 weiterhin zu erkennen ist, sind die Aggregate vornehmlich
am Orten der Penetration lokalisiert und in der Regel nicht mobil (siehe Pfeil in Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Zeitliche Zunahme der PEN2-GFP-Fluoreszenzintensitat am Ort der versuchten Penetration.
Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von Epidermiszellen PEN2-GFP-exprimierender
Pflanzen. Die Pfeile weisen auf das Wachstum und die Unbeweglichkeit der rundlichen Aggregatstruktur im
Zeitverlauf, 16 bis 17 Stunden nach Inokulation mit Bgh hin. Alle Einzelaufnahmen sind in derselben konfokalen
Ebene aufgenommen worden. Ap, Appressorium; t, Zeit in Minuten. Maf3stabsbalken = 10 ym.
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Die PEN2-GFP-Aggregatbildung scheint, wie in der Detailaufnahme in Abbildung 3.3 zu
erkennen ist, in distinkten peripheren Bereichen des PEN2-GFP-assoziierten
Membrankompartiments zu beginnen und sich von dort an zentrifugal auszubreiten (siehe
Pfeile in Abb. 3.3). Abschlielend kann daher festgehalten werden, dass in der prainvasiven
Abwehreaktion PEN2-GFP-Aggregate in der Peripherie eines noch nicht identifizierten

Membrankompartiments am Ort der versuchten Invasion gebildet werden und akkumulieren.

PEN2-GFP

Abb. 3.3: Die PEN2-GFP-Aggregation beginnt in der Peripherie eines
subzellularen Membrankompartiments.

Die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme wurde 16 Stunden nach
Inokulation mit Bgh aufgenommenn. Die Pfeile weisen auf die PEN2-
GFP-Aggregate in der Peripherie des PEN2-GFP-assoziierten
Kompartiments hin. MaRstabsbalken = 5 ym.

Durch weitere Analysen sollte herausgefunden werden, ob diese Aggregate auch in der
postinvasiven Abwehrreaktion der Pflanze nachgewiesen werden kénnen. Dazu wurden in
weiteren mikroskopischen Untersuchungen die pilzliche Struktur mit organischen Farbstoffen
wie Propidiumiodid oder FM 1-43 bzw. FM 4-64 (Invitrogen, Carlsbad, USA)) angefarbt. Wie
die Aufnahmen in Abbildung 3.4 zeigen, konnte nicht nur bestatigt werden, dass die PEN2-
GFP-Aggregate an Orten der versuchten Penetration (Abb. 3.4A und 3.4B), sondern auch
nach erfolgter Invasion an Haustorien akkumulieren (Abb. 3.4C). In Abbildung 3.4A ist die
Maximalprojektion einer Z-Serie dargestellt, die 8 Stunden nach Inokulation mit dem
Erbsenmehltaupilz Erysiphe pisi aufgenommen wurde. Das pilzliche Appressorium wurde
mit Propidiumiodid eingefarbt und das GFP-Signal soweit reduziert, dass nur noch die
PEN2-GFP-Aggregate erkennbar sind. Durch Drehung der Z-Serie um 90° und
anschlieRender Maximalprojektion ist der vom Appressorium ausgebildete Penetrationskeil
zu erkennen (siehe Pfeile in Abb. 3.4B). Da wahrend der Penetration der pflanzlichen Zelle
die Plasmamembran nicht penetriert wird, kommt es zur Invagination der Membran. Wie in
Abbildung 3.4B deutlich zu sehen ist, lagern sich die Aggregate um die Einstllpung herum
an. Im Fall einer erfolgreichen Invasion wird die Plasmamembran weiter eingestilpt und es
kommt zur Ausbildung eines Haustoriums. In Abbildung 3.4C ist ein sich entwickelndes
Haustorium des Gerstenmehltaupilzes zu erkennen, welches mit dem Farbstoff FM 1-43
angefarbt wurde. Es handelt sich bei dieser reprasentativen Abbildung wiederum um die
Maximalprojektion einer Z-Serie. Durch die Uberlagerung des PEN2-GFP-Signals mit dem
Signal des Farbstoffes FM 1-43 kann eine Akkumulation von PEN2-GFP-Aggregaten an der
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urspriinglichen Penetrationsstelle, aber auch an der Spitze des Haustoriums nachgewiesen
werden (siehe Pfeile in Abb. 3.4C). Diese duale Lokalisation der PEN2-GFP-Aggregate
kénnte vermutlich durch die Einstilpung und Neusynthese der Plasmamembran entstanden
sein. Wahrend ein Teil der Aggregate an der Invasionsstelle zurlick geblieben ist, wurde der
andere Teil durch die Entwicklung des Haustoriums weiter ins Innere der Zelle verschoben.
Allerdings ware hierflir eine stabile Interaktion der PEN2-GFP-Aggregate mit der

Plasmamembran notwendig.

Uberlagerung

PEN2-GFP

PEN2-GFP

Abb. 3.4: Die PEN2-GFP-Aggregate akkumulieren unterhalb von Appressorien und an sich entwickelnden
Haustorien.

(A) Abgebildet ist die Maximalprojektion einer Z-Serie, die neben dem PEN2-GFP-Signal auch das Signal des
Propidiumiodid gefarbten Appressoriums 8 Stunden nach Inokulation mit E. pisi zeigt.

(B) Durch Drehung der gleichen Z-Serie um 90°, anschliefender Maximalprojektion und der getrennten
Darstellung der beiden Fluoreszenzsignale kann der Ort der versuchten Penetration genau lokalisiert werden
(siehe Pfeile).

(C) Mit Hilfe der Maximalprojektion des FM 1-43 gefarbten Haustoriums und des PEN2-GFP-Signals kann eine
Lokalisation der Aggregate sowohl am urspriinglichen Ort der Penetration, als auch an der Spitze des
Haustoriums gezeigt werden (siehe Pfeile). Die Z-Serie wurde 22 Stunden nach Inokulation mit Bgh
aufgenommen. Ap, Appressorium; Zw, Zellwand; Ha, Haustorium. MaRstabsbalken = 15 ym.
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Um eine mdgliche stabile Interaktion der PEN2-GFP-Aggregate mit der Plasmamembran
nachzuweisen, wurden Plasmolyseexperimente durchgefuhrt. Dazu wurde Blattmaterial,
welches 18 Stunden zuvor mit Bgh inokuliert wurde, fur 15 bis 30 Minuten in einer 1 M
Natriumchlorid-Lésung inkubiert. Wie in Abbildung 3.5A zu sehen ist, zieht sich der
Protoplast von der Zellwand bis auf den Bereich unterhalb des Appressoriums zurlick.
Dieser Bereich ist auch der Ort der fokalen Akkumulation der Aggregate. Es kommt somit
nicht zur Ablésung der PEN2-GFP-Aggregate von der Plasmamembran nach Plasmolyse.
Noch deutlicher konnte die Assoziation der PEN2-GFP-Aggregate mit der Plasmamembran
in der doppelt transgenen Linie gezeigt werden, welche neben dem Fusionsprotein noch ein
RFP-markiertes Plasmamembranprotein exprimiert (Nelson et al., 2007). In Abbildung 3.5B
ist zu erkennen, dass Teile der Plasmamembran an der Penetrationsstelle zurtickgeblieben
sind, wahrend sich der Rest der Membran weiter mit dem Protoplast zurlickgezogen hat.
Dieser abgetrennte Bereich der Plasmamembran ist gleichzeitig auch der Bereich der
PEN2-GFP-Aggregation (Abb. 3.5B). Es ist daher davon auszugehen, dass eine stabile
Interaktion der Aggregate mit der Plasmamembran an der Invasionsstelle vorliegen muss,
da sich sonst die Aggregate mit dem schrumpfenden Protoplasten von der

Penetrationsstelle abgeldst hatten.

PEN2-GFP Uberlagerung

PEN2-GFP

Abb. 3.5: Die PEN2-GFP-Aggregate weisen eine stabile Interaktion mit der Plasmamembran an Orten der
versuchten Pathogeninvasion auf.

(A) Die mikroskopische Aufnahme zeigt die Ablésung des Protoplasten von der Zellwand 30 Minuten nach
induzierter Plasmolyse mit 1 M Natriumchlorid-Lésung und 18 Stunden nach Inokulation mit Bgh. (B) Eine
Abtrennung des Protoplasten ist auch 15 Minuten nach Behandlung mit 1 M Natriumchlorid-Lésung und 18
Stunden nach Inokulation mit Bgh in den Aufnahmen der doppelt transgenen Linie erkennbar (siehe Pfeile). Ap,
Appressorium; Pm, Plasmamembran; Zw, Zellwand. MaRstabsbalken = 10 ym.
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Inwieweit die PEN2-GFP-Aggregate oder das PEN2-GFP-assoziierte
Membrankompartiment mit der Plasmamembran interagieren, muss noch durch weitere
Experimente untersucht werden.

Neben der beschriebenen Aggregatbildung an Orten der versuchten Penetration, konnte
daruber hinaus wiederholt eine Bildung von PEN2-GFP-Aggregaten in benachbarten Zellen
beobachtet werden. Wie in der reprasentativen Abbildung 3.6 zu erkennen ist, akkumulieren
die PEN2-GFP-Aggregate unterhalb des pilzlichen Appressoriums in Zelle 1. Eine
zielgerichtete Akkumulation weiterer Aggregate hin zur Penetrationsstelle ist auch in den
Nachbarzellen 1l und Ill zu beobachten. Demnach scheint eine direkte Penetration nicht
unbedingt notwendig zu sein, um eine Zellpolarisation in den Nachbarzellen zu induzieren,
die anschlieRend zu einer zielgerichteten Aggregatbildung fiihrt. Man kénnte an diese Stelle
spekulieren, dass ein diffusibles Signal fir die PEN2-GFP-Aggregation in den angrenzenden

Zellen verantwortlich sein konnte.

Hellfeld PEN2-GFP Uberlagerung

Abb. 3.6: Induzierte PEN2-GFP-Aggregation in angrenzenden Zellen zur Penetrationsstelle.
Die Abbildung zeigt die Maximalprojektion einer Z-Serie, die 20 Stunden nach Inokulation mit Bgh aufgenommen
wurde. Die unterschiedlichen Zellen sind mit I-lll nummeriert. Ap, Appressorium. MaRstabsbalken = 10 um.

Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass die PEN2-GFP-Aggregation zeitgleich in zwei
unterschiedlichen Zellen stattfinden kann. So zeigt z.B. die Abbildung 3.7 eine synchrone
Aggregation von PEN2-GFP unter dem primaren und sekundaren Keimschlauch einer Bgh-
Spore, welche auf zwei benachbarten Epidermiszellen ausgebildet wurden (20 Stunden
nach Inokulation). Im Laufe der nachsten 20 Minuten nahm die Anzahl und GroRe der
PEN2-GFP-Aggregate an beiden Orten deutlich zu, wohingegen weitere 40 Minuten spater
an beiden Keimschlauchen keine Aggregate mehr vorhanden waren (siehe Pfeile in Abb.
3.7). Somit kann interessanterweise nicht nur die Akkumulationen der Aggregate am
primaren und sekundaren Keimschlauch synchron stattfinden, sondern auch ihr Abbau. Eine
Auflésung der Aggregate konnte in einzelnen Zellen wiederholt beobachtet werden (Daten

nicht gezeigt), allerdings stellt der zeitgleiche Aggregatabbau in zwei benachbarten Zellen
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einen bis jetzt einmaligen Befund dar. Aufgrund dieses synchronen Abbaus kann
angenommen werden, dass ein weiteres diffusibles Signal fur die Auflésung der PEN2-GFP-
Aggregate nach erfolgreicher Pathogenabwehr verantwortlich sein kénnte. Eine Degradation
der Aggregate aufgrund von Photobleichung ist hingegen eher unwahrscheinlich, da dieser
Effekt direkt eintreten, sich bei jeder Aufnahme noch verstarken, und daher nicht erst nach
mehreren Minuten stattfinden wirde. Allerdings muss durch weitere Analysen noch geklart
werden, unter welchen Bedingungen ein Abbau der PEN2-GFP-Aggregate in attackierten

Zellen ablauft.

PEN2-GFP /

Abb. 3.7: Synchroner Auf- und Abbau der PEN2-GFP-Aggregate in zwei unterschiedlichen Zellen im
Laufe der pflanzlichen Abwehrreaktion.

Abgebildet sind Maximalprojektionen von Z-Serien die an derselben Position, aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten aufgenommen worden sind (20 bis 21 Stunden nach Inokulation mit Bgh). Mit Hilfe des Farbstoffs
FM 4-64 wurde die pilzliche Struktur angefarbt. Die Pfeile weisen auf den Ort der Aggregatbildung und deren
Abbau hin. Ap, Appressorium; t, Zeit in Minuten nach Beginn der Aufnahmen; Zw, Zellwand (weil3e Linie).
Mafistabsbalken = 25 ym.

Abschlielend kann festgehalten werden, dass es zu einer pathogen-induzierten Aggregation
des PEN2-GFP-Proteins an Orten der versuchten Invasion kommt, und dass diese
Strukturen in der Peripherie eines Membrankompartiments gebildet werden. Zusatzlich
konnte eine Aggregatbildung in Nachbarzellen der attackierten Zellen wiederholt beobachtet
werden. In weiteren Analysen wurde zudem gezeigt, dass die PEN2-GFP-Aggregation und

der Abbau der Aggregate synchron in benachbarten Zellen ablaufen kénnen.
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3.1.2 Bestimmung der PEN2-Proteinabundanz in der Pathogenabwehr

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass PEN2-GFP-Aggregate an Orten der versuchten
Invasion gebildet und wieder abgebaut werden kénnen. Inwieweit dieses Phanomen durch
Neusynthese bzw. Degradation des Fusionsproteins entsteht, sollte mit Hilfe von Western-
Blot-Analysen naher untersucht werden. Alternativ konnte der Auf- und Abbau der
Aggregate auch durch eine Relokalisation des Reporterproteins bedingt und damit
unabhangig von der Abundanz in der Zelle verlaufen. Wie schon Lipka et al. (2005) gezeigt
hat, existiert ein cytoplasmatischer und ein membran-gebundener Pool von PEN2. Es ist
daher durchaus denkbar, dass ein Teil des cytoplasmatischen PEN2-GFP-Pools durch
Pathogenbehandlung in den membran-assoziierten Pool rekrutiert wird, was letztendlich zur
Aggregation des Fusionsproteins in der Membran flihren konnte. In diesem Fall ware keine
Anderung der PEN2-Gesamtproteinmenge im Immunoblot nachweisbar. Um nachzuweisen,
dass die Gesamtproteinmenge des Reporterproteins und PEN2-Proteins in der
Pathogenabwehr konstant bleibt, wurde in Zeitverlaufsexperimenten die PEN2-Abundanz
mit Hilfe eines PEN2-spezifischen Antikorpers in Western-Blot-Analysen bestimmt. Hierfir
wurde das gesamte Blattmaterial von ca. vier Wochen alten Pflanzen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach Inokulation mit Bgh geerntet. Interessanterweise konnte keine Anderung
des PEN2-GFP-Proteingehalts in transgenen Pflanzen oder in Col-3, gl1-Wildtyppflanzen
nach Pathogenbehandlung festgestellt werden (Abb. 3.8). Wie der Immunoblot in Abbildung
3.8 zeigt, bleibt die PEN2-GFP- und PEN2-Bandenintensitdt im Zeitverlauf konstant.
Daruber hinaus konnten keine Degradationsprodukte nachgewiesen werden. Aufgrund
dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass eine Neusynthese des Fusionsproteins bzw.
dessen Degradation nicht flr die Bildung oder den Abbau der PEN2-GFP-Aggregate
verantwortlich sein kann. Viel wahrscheinlicher ist daher die pathogen-induzierte
Relokalisation des PEN2-GFP-Proteins aus dem cytoplasmatischen, hin zum membran-
gebundenen Pool. Eine Anreicherung des Reporterproteins in der Peripherie des
Membrankompartiments kénnte somit zur Aggregation fuhren. Aufgrund dieser Annahme
wirden nach einer erfolgreichen Pathogenabwehr oben genannte Aggregate wieder
disassemblieren. In vorlaufigen Experimenten konnte mittels differenzieller Zentrifugation
bisher jedoch keine Erhéhung der Proteinabundanz im membran-assoziierten PEN2-Pool

nach Inokulation festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.8: Die PEN2- und PEN2-GFP-Proteinmenge bleibt im Laufe der Pathogenabwehr konstant.

Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels Elektroblot
auf eine PVDF-Membran ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-spezifischen
Antikérpers (1:10000 verdiinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine angegeben. Im
unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde dreimal
wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau; t, Zeit in Stunden nach Inokulation mit Bgh.

3.1.3 In-vivo-Experimente zur Homomerisierung von PEN2

Inwieweit die zuvor beschriebenen Aggregate aus PEN2-GFP-Di- bzw. Oligomeren
aufgebaut sind, sollte mit Hilfe von Koimmunoprazipitationsexperimenten analysiert werden.
Um die Homomerisierung von PEN2 in Western-Blot-Analysen nachweisen zu kdnnen,
wurde eine doppelt transgene Linie mit zwei unterschiedlich markierten PEN2-Proteinen
generiert. Neben der bereits beschriebenen PEN2-GFP-Linie wurde zudem eine PEN2-RFP
exprimierende Linie erzeugt und anschlieBend mit der PEN2-GFP-Linie gekreuzt. Zur
Herstellung des PENZ2-RFP-Konstrukts wurde das RFP-Protein ebenfalls zwischen den
vorhergesagten globuldren Teil von PEN2 und der C-terminalen Extension integriert. Die
Expression des PEN2-RFP-Konstrukts erfolgte durch den nativen Promotor von PEN2 im
pen2-1-Mutantenhintergrund. Zur Uberprifung der Funktionalitat dieses Fusionsproteins
wurden vergleichende Analysen der Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter
Wildtyppflanzen, pen2-Mutanten und transgener PEN2-Fusionslinien durchgefuhrt. Wie in
Abbildung 3.9 zu erkennen ist, komplementiert auch das PEN2-RFP-Protein den pen2-
Penetrationsphanotyp. Wahrend pen2-1-Mutnaten 72 Stunden nach Inokulation mit dem
inkompatiblen Mehltaupilz eine Penetrationsrate von Uuber 25 % zeigten, lag die
Penetrationsrate bei Wildtyppflanzen und transgenen PEN2-GFP Pflanzen unter 5 %. Mit

einer Invasionshaufigkeit von ~7 % entspricht das Ergebnis der transgenen PEN2-RFP-
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Linien dem des Wildtyps (Abb. 3.9A). Neben der erhdhten Rate von Invasionsereignissen
weist die pen2-1-Mutante aulRerdem eine erhdhte Zelltodreaktion auf. Die Zelltodrate ist mit
19 % in der Mutante wesentlich héher als in Wildtyppflanzen (~1 % Zelltodrate), PEN2-GFP-
Pflanzen (~2 % Zelltodrate) oder PEN2-RFP-Pflanzen (~5 % Zelltodrate). Mit Hilfe von
Western-Blot-Analysen unter Verwendung des PENZ2-spezifischen Antikérpers konnte
zudem demonstriert werden, dass die PEN2-Proteinabundanz in den Linien PEN2-GFP #62-
2 und PEN2-RFP #1-5-9 der des Wildtyp-Proteins entspricht und in der Linie PEN2-RFP
#1-5-7 erhoht ist (Abb. 3.9B). Aufgrund der hoéheren Proteinmenge wurde die Linie
PEN2-RFP #1-5-7 mit der Linie PEN2-GFP #62-2 gekreuzt und fur weitere Untersuchungen

verwendet.
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Abb. 3.9: Das PEN2-RFP-Fusionsprotein komplementiert den pen2-Phanotyp.

(A) Abgebildet ist die vergleichende Analyse der Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter Wildtyppflanzen,
pen2-Mutanten und transgener FP-Fusionslinien (72 Stunden nach Inokulation). Pro Linie wurden drei Blatter mit
je 100 Interaktionsstellen ausgezahlt und in drei unabhéangigen Experimenten wiederholt. Die Sterne geben den
signifikanten Unterschied der Invasions- und Zelltodraten zu Wildtyppflanzen an (*P < 0,05; **P < 0,005).

(B) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran (ibertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-
spezifischen Antikdrpers (1:10000 verdinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine
angegeben. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde
dreimal wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.

Eine anschlieRende fluoreszenzmikroskopische Analyse der doppelt transgenen Linie
konnte zudem nachweisen, dass PEN2-RFP und PEN2-GFP im gleichen
Membrankompartiment lokalisiert sind und in den Aggregaten kolokalisieren (Abb. 3.10B
und Abb. 3.10C). Somit besitzt das PEN2-RFP-Protein nicht nur die gleiche Funktionalitat

wie das GFP-Fusionsprotein, sondern auch die erwartete gleiche subzellulare Lokalisation.
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Mit Hilfe der doppelt transgenen Linie und der beiden einfach transgenen Linien fir
PEN2-GFP bzw. PEN2-RFP sollte durch Koimmunoprazipitationexperimente die
Homomerisierung von PEN2 nachgewiesen werden. Dazu wurde der Pflanzenextrakt der
drei unterschiedlichen Linien, welcher aus nicht pathogen-behandelten Pflanzen gewonnen
wurde, jeweils mit GFP-Trap Agarose-Beads (ChromoTek, Martinsried) versetzt und fiir 90
Minuten bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C unter standiger Rotation inkubiert.
Die hierfir verwendeten GFP-Trap Agarose-Beads sind mit einem GFP-Antikorper
ummantelt, welcher spezifisch GFP und YFP bindet, aber keine weiteren
Fluoreszenzproteine wie CFP oder RFP (Rothbauer et al., 2006). Nach der Inkubation
wurden die Agarose-Beads vom Uberstand getrennt, mehrfach gewaschen und das
gebundene Protein durch Kochen in Lammli-Puffer eluiert. Wie die Western-Blot-Analysen
mit Hilfe des GFP- und RFP-spezifischen Antikérpers zeigen, konnte PEN2-RFP durch
PEN2-GFP  koimmunoprazipitiert werden. Eine Immunoprazipitation des RFP-
Fusionsproteins durch GFP-Trap Agarose-Beads konnte wie erwartet nicht nachgewiesen
werden. Daher kann das RFP-Signal im Eluat der doppelt transgenen Linie nur durch eine
Interaktion von PEN2-GFP mit PEN2-RFP erklart werden. Zusatzlich konnten Experimente
mit Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems zeigen, dass das native PEN2-Protein ebenfalls
homodimerisieren kann (Christine Klapprodt, eigene Arbeitsgruppe, persdnliche
Kommunikation). Diese Ergebnisse demonstrieren eindeutig die Fahigkeit von PEN2 in vivo
in heterologen und homologen System zu homodimerisieren. Inwieweit die PEN2-GFP
Aggregate aus Homodimeren oder Homooligomeren aufgebaut sind, wurde in weiteren

Experimenten untersucht.
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A Extrakt Eluat Extrakt Eluat
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Abb. 3.10: PEN2-PEN2-Interaktion in vivo.

Abgebildet sind die die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse der Koimmunoprazipitation, sowie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der der doppelt transgenen Linie PEN2-GFP und PEN2-RFP.

(A) Jeweils 30 pg Proteinisolat bzw. 35 pl Proteineluat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel
aufgetrennt und mittels Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte
mit Hilfe eines GFP-spezifischen (1:5000 verdiinnt) und RFP-spezifischen Antikérpers (1:10000 verdiinnt). Im
rechten Teil der Abbildung ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Die molekulare Masse der
Markerproteine ist in der Mitte des Immunoblots und in der Mitte der angefarbten Membran jeweils angegeben.
Das Experiment wurde zweimal wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.

Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen die subzellulare Lokalisation von PEN2-GFP und PEN2-RFP in (B)
unbehandelten Epidermiszellen und in (C) Epidermiszellen 22 Stunden nach Inokulation mit Bgh. Ap,
Appressorium. MalRstabsbalken = 20 pm.

Um die pathogen-induzierte Homooligomerisierung zu untersuchen, wurde unbehandeltes
und mit Bgh inokuliertes Pflanzenmaterial (24 hpi) von PEN2-GFP-exprimierenden Pflanzen
und Wildtyppflanzen geerntet. Der Extrakt der jeweiligen Proben wurde aufbereitet und auf
eine Blue-Native-PAGE der Firma Invitrogen geladen. Eine pathogen-induzierte

Homooligomerisierung konnte allerdings in der Western-Blot-Analyse nicht eindeutig
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nachgewiesen werden (Abb. 3.11). Mit Hilfe des PEN2-spezifischen Antikérpers konnten im
Immunoblot lediglich PEN2- bzw. PEN2-GFP-Monomere, und nur geringe Mengen von
PEN2- und PEN2-GFP-Dimeren detektiert werden. Dies kdnnte zum einen an einer geringen
Stabilitdt der Oligomere, oder aber an einer geringen Abundanz der Aggregate in den
pathogen-behandelten Proben liegen. So ist zu bedenken, dass die gezeigten Aggregate
nur in wenigen Epidermiszellen pathogen-spezifisch induziert werden, der Grofiteil der
PEN2-produzierenden Blattzellen jedoch nicht einer Pathogenattacke unterliegt. Eine
Anreicherung der PEN2-GFP-Aggregate mittels Immunoprazipitation unter Verwendung der
zuvor beschriebenen GFP-Trap Agarose-Beads wurde fir die Blue-Native-PAGE
Gelelektrophorese noch nicht durchgefiihrt, da ein schonendes Verfahren zur Elution der

Aggregate von den Agarose-Beads noch nicht zur Verfligung stand.

Col-3,gl1 PEN2-GFP
Bgh -+ -t kDa
Y - 1236
J = 1048

= 720

480

242 Abb. 3.11: Eine pathogen-induzierte Oliogomerisation von PEN2 und

PEN2-GFP ist im nativen Gel nur unzureichend nachweisbar.

146 Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 4-12 %igen nativen
Polyacrylamidgel aufgetrennt und mittels Elektroblot auf eine PVDF-
Membran (bertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe
eines PEN2-spezifischen Antikdrpers (1:10000 verdiinnt). Am rechten
Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine angegeben. Die roten
Pfeile markieren das jeweilige Monomer und die schwarzen Pfeile das
cBB entsprechende Dimer. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung des
Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde zweimal wiederholt.
CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.

VvV VY

Hingegen konnte mehrfach eine Immunoprazipitaion zur Anreichung von Aggregaten, die
anschlielRend in denaturierenden Gelen analysiert wurden, erfolgreich durchgefihrt werden.
Wie das Ergebnis der Western-Blot-Analyse in Abbildung 3.12 zeigt, kdnnen hdher
molekulare Banden in der Probe von pathogen-behandelten PEN2-GFP-Pflanzen mit Hilfe
des PEN2-spezifischen Antiképers eindeutig nachgewiesen werden. Diese Banden laufen in
der SDS-PAGE hoher als die eigentliche GroRe des Fusionsproteins (~92 kDa) und fehlen in
der unbehandelten Probe vollkommen. Bei diesen Banden handelt es sich vermutlich um
PEN2-GFP-Oligomere. Dieses Ergebnis ist insofern interessant, da eine SDS-
Gelelektrophorese normalerweise zur Auflésung von Proteinkomplexen fuhrt. Allerdings

konnte bereits Kwon et al. (2008a) zeigen, dass detergenz-resistente Komplexe von PEN1,
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SNAP33 und VAMP721/722 nach Pathogenbehandlung entstehen. Somit scheint auch die
pathogen-induzierte Homomerisierung von PEN2-GFP zu detergenz-resistenten Oligomeren
denkbar. Eine genaue Aussage Uber den Oligomerisierungsgrad von PEN2-GFP kann
jedoch nur durch eine Analyse in der Blue-Native-PAGE gemacht werden, da hier ein
denaturierender Effekt vollstandig ausgeschlossen werden kann. Durch die Analyse im
nativen Gel kénnte zudem das Molekulargewicht der PEN2-GFP-Aggregate mdglicherweise

naher bestimmt werden.
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Abb. 3.12: Es entstehen detergenz-resistente PEN2-GFP-Oligomere nach Pathogenbehandlung.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in (A) zeigen GFP-Trap Agarose-Beads nach Inkubation mit
Pflanzenextrakt von PEN2-GFP-exprimierenden Pflanzen und pen2-1-Mutanten. (B) Jeweils 40 ul Proteineluat
wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels Elektroblot auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-spezifischen Antikdrpers (1:10000
verdiinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine angegeben. Der rote Pfeil markiert das
PEN2-GFP-Monomer, die schwarzen Pfeile mdgliche Oligomere. Das Experiment wurde dreimal wiederholt.
MaRstabsbalken = 100 ym.

3.1.4 Funktionsanalyse der C-terminalen Extension von PEN2

Wie anfangs schon beschrieben, wurde das GFP-Protein zwischen dem globularen Teil von
PEN2 und der C-terminalen Extension integriert. Um die Bedeutung der C-terminalen
Extension flr die subzellulare Lokalisation des PEN2-Proteins zu analysieren, wurde der
globulére Teil des PEN2-Proteins im PEN2-GFP-Konstrukt deletiert (siehe Abb. 3.13). Die
Expression des Deletionskonstrukts GFP-PEN2¢m erfolgte unter der Kontrolle des nativen

Promotors im pen2-1-Mutantenhintergrund.
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C-terminale
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Abb. 3.13: Schematische Darstellung des PEN2-GFP-und des GFP-PEN2¢erm-Konstrukts (nach Lipka et al.,
2005).

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abb. 3.14 lassen darauf schlielen, dass das
GFP-PEN2¢em-Protein in der Peripherie eines Membrankompartiments lokalisiert. Dieses
Kompartiment akkumuliert ebenfalls an Orten der versuchten Pathogeninvasion (Abb.
3.14B). Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die C-terminale Extension
die subzellulare Lokalisation von PEN2 bestimmt und unabhangig vom globularen Teil ist.
Allerdings konnte keine Fluoreszenzintensivierung unterhalb von Appressorien beobachtet
werden, wie es im Fall der PEN2-GFP-Aggregate nachgewiesen werden konnte (siehe Abb.
3.1 zum Vergleich). Dieser Befund belegt, dass eine unspezifische GFP-GFP-Interaktion
nicht ursachlich fur die beobachtete und oben detailliert beschriebene PEN2-GFP-
Homomerisierung sein kann. Demnach scheint die Homomerisierung, welche zur Bildung
von Aggregaten notwendig ist, vom globularen Teil des PEN2-Proteins abhangig zu sein.
Aulerdem findet eine Akkumulation des Membrankompartiments auch unabhangig von der

Aggregatbildung an der Penetrationsstelle statt.
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A Hellfeld Uberlagerung -

Hellfeld

Abb. 3.14: Der C-Terminus von PEN2 bestimmt die subzellulare Lokalisation.

Die mikroskopischen Einzelaufnahmen zeigen die subzellulare Lokalisation des GFP-PENZ2¢iem-Proteins in
unbehandelten Epidermiszellen (A) und in Epidermiszellen 16 Stunden nach Inokulation mit Bgh (B). Ap,
Appressorium. Malstabsbalken = 10 pm.

Um sicher zu gehen, dass das GFP-PEN2¢m-Protein im gleichen Membrankompartiment
lokalisiert ist wie das PEN2-GFP-Protein, wurden doppelt transgene Linien erzeugt. Diese
Linien exprimieren das Deletionskonstrukt GFP-PEN2cim zusammen mit dem PEN2-RFP-
Konstrukt. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen dieser Linien zeigen eine Kolokalisation
der beiden Fusionsproteine in der Peripherie desselben Membrankompartiments (Abb.
3.15). Allerdings konnte keine Kolokalisation des GFP-PEN2¢m-Deletionsproteins mit den
PEN2-RFP-Aggregaten beobachtet werden (siehe Pfeil in Abb. 3.15). Diese Ergebnisse
demonstrieren zum einen, dass die subzellulare Lokalisation von PEN2 vom C-Terminus
abhangig ist und zum anderen, dass der globulare Teil notwendig fir die Ausbildung von
Aggregaten ist. Zusatzlich wird diese Hypothese noch durch Ergebnisse aus Split-Ubiquitin-
Experimenten gestitzt, wonach keine Interaktion zwischen dem C-terminalen Teil von PEN2
und dem vollstandigen Protein nachgewiesen werden konnte (Christine Klapprodt, eigene

Arbeitsgruppe, persénliche Kommunikation).
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Abb. 3.15: GFP-PEN2¢w.erm und PEN2-RFP kolokalisieren im gleichen Kompartiment, allerdings ist das
Deletionskonstrukt nicht Teil der Aggregate.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahme der doppelt transgenen Linie GFP-PEN2¢tem und
PEN2-RFP (22 hpi Bgh). Die Pfeile weisen auf das Fehlen des GFP-PEN2¢m-Signals in den PEN2-RFP-
Aggregaten hin. Ap, Appressorium. Maf3stabsbalken = 10 ym.

Angesichts der Bedeutung des C-Terminus fur die subzelluldre Lokalisation wurden weitere
Deletionskonstrukte generiert. Eine Ubersicht Uber die verwendeten PEN2-GFP-
Deletionskonstrukte ist in Abb. 3.16 aufgefiihrt. Diese Konstrukte sollten Aufschluss dartber
geben, welche Elemente innerhalb der C-terminalen Extension flr die subzellulare

Lokalisation von PEN2 verantwortlich sind.

[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFFKGANN ~ PEN2-GFP

[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFFKG PEN2-GFP-AC3
[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFFK PEN2-GFP-AC4
[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFF PEN2-GFP-AC5
[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSFFKGANN PEN2-GFP-ATM
[PEN2] PEN2-GFP —ACterm
[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFFGGANN  PEN2-GFP-K5%6G

Abb. 3.16: Auflistung der generierten C-terminalen Deletionskonstrukte von PEN2-GFP.

Abgebildet sind die Aminosauresequenzen der C-terminalen Extension von PEN2-GFP und die der
Deletionskonstrukte. Die positive geladene Aminosaure Lysin (Ksse) ist rot markiert. Der unterstrichene Bereich
entspricht der vorhergesagten Transmembrandomane (Arai et al., 2004).
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Wie in Abbildung 3.17A zu erkennen ist, fuhrt die Deletion der letzten drei Aminosauren am
Ende des C-Terminus nicht zu einer Veranderung der subzelluldren Lokalisation. Dieses
Konstrukt ist ebenfalls in der Peripherie eines Membrankompartiments lokalisiert und bildet
Aggregate an der versuchten Penetrationsstelle aus. Die Deletion einer weiteren
Aminosaure beeinflusst die Bildung von Aggregaten ebenfalls nicht, allerdings werden erste
Effekte auf die subzellulare Lokalisation sichtbar (Abb. 3.17B). Hierbei scheint die
Signalintensitat des PEN2-GFP-AC4-Proteins in der Peripherie des Membrankompartiments
reduziert zu sein, wohingegen die Intensitat im Cytoplasma zunimmt. Vermutlich ist eine
verringerte Affinitdt des Deletionsproteins zur Membran des Kompartiments fiir die erhéhte
Abundanz im Cytoplasma verantwortlich. Die Deletion von insgesamt finf Aminosauren fiihrt
zu einer rein cytoplasmatischen Lokalisation des Proteins. Demnach ist das PEN2-GFP-
AC5-Protein nicht mehr in der Peripherie eines Membrankompartiments assoziiert (Abb.
3.17C). Interessanterweise kommt es dennoch zur Akkumulation unterhalb des
Appressoriums. Im Gegensatz zur Fluoreszenzintensivierung des PEN2-GFP-Proteins ist
die Fluoreszenz in diesem Fall flachig an der Penetrationsstelle verteilt und bildet keine
rundlichen Aggregatstrukturen mehr aus. Der gleiche Effekt tritt ebenfalls bei den
Deletionsproteinen PEN2-GFP-ATM und PEN2-GFP-ACterm auf (Abb. 3.17D und 3.17E).
Beide Fusionsproteine sind ausschlielich im Cytoplasma lokalisiert und zeigen eine flachig
verteilte Akkumulation an Orten der versuchten Invasion auf. Wie in Abbildung 3.16 zu
erkennen ist, wurde im PEN2-GFP-ATM-Konstrukt die vorhergesagte
Transmembrandoméane entfernt (Arai et al, 2004), wohingegen im Konstrukt
PEN2-GFP-ACterm die komplette C-terminale Extension deletiert wurde. Anhand dieser
Ergebnisse wird deutlich, dass die vorhergesagte Transmembrandomane flr die
subzellulare Lokalisation essenziell ist, und dass die C-terminale Extension nicht
verantwortlich flr die Fluoreszenzintensivierung an Orten der versuchten Penetration ist.
Allerdings scheint die Assoziation zum Membrankompartiment ausschlaggebend zu sein flir
die Ausbildung der rundlichen PEN2-GFP-Aggregate.

In einem weiteren Deletionskonstrukt wurde die positiv geladene Aminosaure Lysin, welche
sich in Position 556 der Aminosauresequenz des nativen PEN2-Proteins befindet, durch die
ungeladene Aminosaure Glycin ersetzt (Abb. 3.16). Mullen und Trelease (2000) konnten
bereits nachweisen, dass positiv geladene Aminosauren in der C-terminalen Region der
peroxisomalen Ascorbat Peroxidase von Gossypium hirsutum fir die subzellulare
Lokalisation des Proteins notwendig sind. Aus diesem Grund wurde auch die Bedeutung der
Aminosaure Lysin fir die subzellulare Lokalisation des PEN2-GFP-Reporterproteins
untersucht. Wie in Abbildung 3.17F zu erkennen ist, unterscheidet sich die subzellulare
Lokalisation des PEN2-GFP****°-Proteins deutlich von der des Reporterproteins und denen
der zuvor beschriebenen Proteine PEN2-GFP-ATM und PEN2-GFP-ACterm. Im Gegensatz
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zum PEN2-GFP-Fusionsprotein, weist das Deletionsprotein keine Assoziation mehr zu
einem rundlichen Membrankompartimenten auf, sondern bildet netzwerkartige Strukturen
aus. Diese netzwerkartigen Strukturen erinnern an fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
des GFP-markiertem Endoplasmatischen Retikulums (ER). Interessanterweise bildet das
PEN2-GFP****“-Protein ebenfalls Aggregate an Orten der versuchten Pathogeninvasion aus.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann geschlussfolgert werden, dass die positiv geladene
Aminosaure Lysin ausschlaggebend fir die subzellulare Lokalisation, aber nicht essentiell

fur die Aggregatbildung ist.

Abb. 3.17: PEN2-GFP-Deletionsproteine zeigen unterschiedliche subzellulare Lokalisationen.

Die fluoreszenzmikroskopischen Einzelaufnahmen zeigen die subzellulare Lokalisation der Deletionsproteine
PEN2-GFP-AC3 (A), PEN2-GFP-AC4 (B), PEN2-GFP-AC5 (C), PEN2-GFP-ATM (D), PEN2-GFP-ACterm (E) und
PEN2-GFP****¢ (F) 18 Stunden nach Inokulation mit Bgh. Die Pfeile weisen auf die Assoziation des
PEN2-GFP-AC4 Proteins mit einem Membrankompartiment hin. Ap, Appressorium. Maf3stabsbalken = 15 um.

Inwieweit die beschriebenen Deletionskonstrukte den pen2-Phanotyp komplementieren
kénnen, wurde in vergleichenden Analysen der Invasions- und Zelltodraten von Bgh-
inokulierten  Wildtyppflanzen, pen2-Mutanten und Linien der unterschiedlichen
Deletionsproteine untersucht. Die Ergebnisse der Analysen sind in Abbildung 3.18A
dargestellt. Zusatzlich wurde die Proteinkonzentration der jeweiligen Linien mittels
Western-Blot-Analyse bestimmt (3.18B), um einen proteinkonzentrationsabhangigen Effekt

auf die Penetrationsrate zu Uberprifen. Wie die Ergebnisse in Abbildung 3.18A erkennen
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lassen, ist die Penetrationsrate in den PEN2-GFP-AC3-Linien nur leicht erhéht im Vergleich
zur Reporterlinie PEN2-GFP bzw. zum Wildtyp. Trotz leichter Unterschiede in der
Proteinkonzentration der beiden Linien PEN2-GFP-AC3 #1-3-1-4 und #3-1-4-1 zur
PEN2-GFP-Referenzlinie, wurde keine signifikante Anderung in der Penetrationshaufigkeit
nachgewiesen. Im Gegensatz dazu kann flr das PEN2-GFP-AC4-Protein eine Abhangigkeit
der Invasionsrate von der Proteinmenge beobachtet werden. Die Proteinabundanz der Linie
PEN2-GFP-AC4 #1-6 ist geringer als die der Linie #1-4 und weist eine erhdhte
Penetrationsrate auf. Wie in Abbildung 3.17B gezeigt wurde, ist die Affinitat des
PEN2-GFP-AC4-Proteins zum Membrankompartiments reduziert. Diese Reduktion in
Kombination mit der verringerten Konzentration des Deletionsproteins konnte der Grund fir
die erhohte Anfalligkeit der Linie #1-6 gegentiber Bgh sein. Welchen Einfluss die Assoziation
des Proteins mit dem Membrankompartiment auf die Komplementation des
Penetrationsphanotyps hat, wird anhand der Ergebnisse der Deletionsproteine
PEN2-GFP-AC5 und im Besonderen fur PEN2-GFP-ATM deutlich. Beide Proteine sind
ausschlief3lich im Cytoplasma lokalisiert und zeigen an der Invasionsstelle ein verandertes
Akkumulationsverhalten verglichen mit dem PEN2-GFP-Protein (Abb. 3.17C und 3.17D).
Trotz der beschriebenen Proteinakkumulation kann eine deutlich erhéhte Penetrationsrate in
beiden Deletionslinien nachgewiesen werden (Abb. 3.18A). Im Vergleich zum PEN2-GFP-
Fusionsprotein zeigen beide Linien des PEN2-GFP-AC5-Proteins reduzierte Proteinmengen,
was einen zusatzlichen Effekt auf die Haufigkeit der Invasion haben kdnnte. Dagegen ist die
Abundanz des PEN2-GFP-ATM-Deletionsproteins im Gegensatz zur PEN2-GFP-
Reporterlinie leicht erhdht. Aus den Ergebnissen kann deshalb geschlossen werden, dass
eine Assoziation des PEN2-GFP-Proteins zum Membrankompartiment wichtig fir die
Funktionalitat des Proteins ist. Diese These wird ebenfalls durch die Ergebnisse des
PEN2-GFP"***°-Proteins gestiitzt. Die PEN2-GFP****°-Linie besitzt eine der PEN2-GFP- Linie
entsprechend hohe Proteinkonzentration und weist trotzdem eine erhéhte Penetrationsrate
im Vergleich zum Wildtyp auf und kann demnach den pen2-Mutantenphanotyp nicht
komplemetieren (Abb. 3.18). Zwar bildet das PEN2-GFP"***°-Protein Aggregate an der
Penetrationsstelle aus, ist aber im Unterschied zum PEN2-GFP nicht mehr mit einem
rundlichen Membrankompartiment, sondern mdglicherweise mit dem ER assoziiert (Abb.
3.17F). Demnach scheint die Lokalisation zum Membrankompartiment flr die Funktionalitat
des Proteins wichtiger zu sein, als die Fahigkeit Aggregate ausbilden zu kénnen. Wie die
Abbildungen 3.14 und 3.15 veranschaulicht haben, ist das Deletionsprotein GFP-PEN2¢iem
in der Peripherie eines Membrankompartiments lokalisiert, bildet aber keine Aggregate mehr
aus. Da dieses Protein die katalytische Domane nicht langer beinhaltet, entspricht die

Invasionshaufigkeit zwangslaufig der der pen2-1-Mutante (Abb. 3.18A).
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Abb. 3.18: Die Deletionsproteine PEN2-GFP-AC5\-ATM\****® und GFP-PEN2cierm komplementieren den
pen2-Phéanotyp nicht.
(A) Abgebildet ist die vergleichende Analyse der Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter Wildtyppflanzen,
pen2-Mutanten und transgener Deletionskonstrukt-Linien (72 Stunden nach Inokulation). Pro Linie wurden drei
Blatter mit je 100 Interaktionsstellen ausgezahlt und in zwei unabhangigen Experimenten wiederholt. Die Sterne
geben den signifikanten Unterschied der Invasions- und Zelltodraten zu Wildtyppflanzen an (*P < 0,05; **P <

0,005).

(B) Jeweils 30 ug Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-
spezifischen Antikorpers (1:10000 verdiinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine
angegeben. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde
dreimal wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.
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AbschlieRend sind die wichtigsten Ergebnisse dieses Abschnitts noch einmal in Tabelle 3.1

zusammengefasst.

Tab. 3.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der subzellularen Lokalisation, der Aggregatstruktur und
des Penetrationsphénotyps der PEN2-GFP-Deletionsproteine

Subzellulare Aggregat- . N
Konstrukt Lokalisation struktur Penetrationsphanotyp

PEN2-GFP Membrankompartiment rundlich Wildtyp

PEN2-GFP-AC3 | Membrankompartiment rundlich Wildtyp
Membrankompartiment/ . .

PEN2-GFP-AC4 Cytoplasma rundlich Wildtyp
PEN2-GFP-AC5 Cytoplasma flachig pen2
PEN2-GFP-ATM Cytoplasma flachig pen2
PEN2-GFP*®%¢¢ ER rundlich pen2
GFP-PEN2¢ierm Membrankompartiment - pen2

Wie die Ergebnisse zeigen, sind die letzten vier Aminosduren des C-Terminus von PEN2
nicht essentiell fir die subzellulare Lokalisation, Aggregatbildung und Komplementation des
pen2-Phanotyps. Die Deletion einer weiteren Aminosdure bzw. die Deletion der putativen
Transmembrandomane andert hingegen die Lokalisation und das Aggregationsverhaltens
der Proteine, was wiederum zu einer deutlich gesteigerten Invasionsrate fihrt. Die
Penetrationsrate ist ebenfalls signifikant erhoht fiir das Substitutionsprotein PEN2-GFP***%¢,
welches zwar PEN2-GFP typische Aggregate ausbildet, diese aber nicht langer mit einem
rundlichen Membrankompartiment assoziiert sind. Somit ist nicht alleine die Ausbildung der
rundlichen Aggregate essentiell fiur die Funktionalitat, sondern auch die Assoziation zu
einem bestimmten Membrankompartiment von Bedeutung. Im Gegensatz zum
PEN2-GFP"***°-Protein weist das Deletionsprotein GFP-PEN2¢:m eine Lokalisation in der
Peripherie des gleichen Membrankompartiments wie das PEN2-GFP-Reporterprotein auf,
bildet allerdings keine Aggregate mehr aus und komplementiert den pen2-Phanotyp nicht.
An dieser Stelle soll noch einmal ausdricklich darauf hingewiesen werden, dass die
Aggregatbildung somit abhangig ist vom globularen Teil des PEN2-GFP-Proteins und nicht
bedingt ist durch eine artifizielle Eigenschaft des GFP-Proteins. Es kann demnach
festgehalten werden, dass nur Deletionsproteine den pen2-Phanotyp komplementieren, die
eine Assoziation mit einem bestimmten Membrankompartiment aufweisen und rundliche

Aggregatstrukturen ausbilden.
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Aufgrund der unterschiedlichen Lokalisation und Aggregatbildung der Deletionsproteine
PEN2-GFP-AC5, PEN2-GFP-ATM und PEN2-GFP-ACterm im Vergleich zum PEN2-GFP-
Protein, wurden weitere Experimente zur Untersuchung des Phanomens durchgefiihrt. Dazu
wurden doppelt transgene Linien erzeugt, die neben dem PEN2-GFP-ATM auch freies RFP
unter der Kontrolle des 35S-Promotors (Psss) exprimieren. Das freie RFP dient hierbei als
cytoplasmatischer Marker. Wie in Abbildung 3.19A zu erkennen ist, kolokalisieren beide
Proteine im Cytoplasma. Nach Pathogenbehandlung akkumuliert das PEN2-GFP-ATM wie
zuvor beschrieben unterhalb des pilzlichen Appressoriums (Abb. 3.19B). Interessanterweise
findet im Gegensatz zum Deletionsprotein keine Fluoreszenzintensivierung des RFP-
Proteins an dieser Stelle statt, sondern ist sogar deutlich reduziert (siehe Pfeile in Abb.
3.19B). Insofern scheint die Akkumulation des PENZ2-GFP-ATM-Fusionsproteins nicht
innerhalb des Cytoplasmas statt zu finden. Dieser Befund wird zusatzlich durch
Untersuchungen mit Hilfe von Anilinblau-gefarbter Callose in lebenden Zellen bestatigt
(Meyer et al., 2009). In Abbildung 3.19C ist zu erkennen, dass der Bereich der flachigen
Aggregation des PEN2-GFP-ATM-Proteins mit dem der Anilinblau-gefarbten Callose
unterhalb der Penetrationsstelle Uberlappt, und sich somit aulRerhalb der Plasmamembran
befindet. Dass es sich bei der Fluoreszenzintensivierung des Deletionsproteins nicht um
einen GFP-abhangigen Effekt handelt, demonstrieren die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen von GFP-exprimierenden Pflanzen nach Pathogenbehandlung und
Anilinblaufarbung (Abb. 3.19D). Anhand der Abbildung 3.19D wird deutlich, dass freies GFP
nicht mit den Bereichen der Anilinblau-gefarbten Callose kolokalisiert. Demnach ist die
flachige Akkumulation der PEN2-GFP-Deletionsproteine  PEN2-GFP-AC5, PEN2-GFP-ATM
und PEN2-GFP-ACterm, wie sie in Abbildung 3.17 zu sehen ist, vom globularen Teil des
PEN2-Proteins abhangig, und scheint demnach nicht eine artifizielle Eigenschaft des GFP-
Proteins zu sein. AuRerdem konnte somit gezeigt werden, dass die flachige Aggregation der
Deletionsproteine sich nicht nur in ihrer Struktur von denen der rundlichen Aggregate des

PEN2-GFP-Proteins unterscheiden, sondern auch in ihrer subzellularen Lokalisation.
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Abb. 3.19: Das Deletionsprotein PEN2-GFP-ATM kolokalisiert mit Anilinblau-geférbter Callose am Ort der
versuchten Pathogeninvasion.

(A, B) Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen der doppelt transgenen Linie PEN2-GFP-
ATM und RFP. (B) Die Pfeile weisen auf das fehlende RFP-Signal am Ort der versuchten Pathogeninvasion hin
(20 hpi mit Bgh).

(C) Die dargestellten mikroskopischen Aufnahmen sind Einzelaufnahmen der transgenen Linie PEN2-GFP-ATM.
Die Pfeile weisen auf die Kolokalisation des PEN2-GFP-ATM-Proteins mit der Anilinblau-gefarbten Callose 20
Stunden nach Inokulation mit Bgh hin.

(D) Eine Kolokalisation von freiem GFP innerhalb Anilinblau-gefarbter Callose konnte 20 hpi mit Bgh nicht
beobachtet werden (siehe Pfeile). Ap, Appressorium. Mal3stabsbalken = 10 ym.

Durch Analysen doppelt transgener PEN2-RFP- und PEN2-GFP-ATM-Linien konnte
zusatzlich bestatigt werden, dass Unterschiede in der subzellularen Lokalisation der beiden
Proteine nach Pathogenbehandlung bestehen. Die reprasentative Abbildung 3.20 zeigt ein
sich 24 Stunden nach Inokulation mit Bgh entwickelndes Haustorium. Im Hellfeld der

mikroskopischen Aufnahme sind die einzelnen Strukturen des haustoriellen Komplexes
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erkennbar. Der haustorielle Komplex besteht dabei aus einer extrahaustoriellen Membran
(EHM), die durch den haustoriellen Kragen (HK) von der Plasmamembran des Wirts
getrennt wird (Panstruga, 2003). Zwischen der EHM und der pilzlichen Zellwand (PZW)
befindet sich die so genannte extrahaustorielle Matrix (EHMAT). Wie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.20 zeigen, kommt es nur im Bereich
des haustoriellen Kragens zur Uberlappung des PEN2-GFP-ATM- und des PEN2-RFP-
Signals. Allerdings unterscheidet sich das Akkumulationsmuster des PEN2-RFP-Proteins
dennoch von dem des Deletionsproteins, und ist daher mit diesem nicht deckungsgleich. Im
Gegensatz zum gerade beschriebenen Bereich, konnte keine Kolokalisation der Signale am
Membrankompartiment, an der EHM oder innerhalb der EHMAT festgestellt werden (siehe
Pfeile in Abb. 3.20). Eine Lokalisation innerhalb der EHMAT konnte nur fur das
PEN2-GFP-ATM-Protein beobachtet werden, wohingegen das PEN2-RFP-Fusionsprotein
Aggregate an der EHM ausbildet und in der Peripherie eines Membrankompartiments
lokalisiert ist. Aufgrund der unterschiedlichen subzelluldren Lokalisation der beiden Proteine
ist davon auszugehen, dass keine Interaktion zwischen dem PEN2-RFP und
PEN2-GFP-ATM-Protein stattfindet. Dies wird durch den Befund unterstiitzt, dass in Split-
Ubiquitin Experimenten keine Interaktion zwischen dem vollstandigen PEN2-Protein und
dem globularen Teil ohne C-terminale Extension festgestellt werden konnte (Christine
Klapprodt, eigene Arbeitsgruppe, personliche Kommunikation). Zusammengefasst legen die
Ergebnisse also nahe, dass neben dem globuldren Teil von PEN2 auch die subzellulare
Lokalisation des Proteins essentiell fir die PEN2-PEN2-Interaktion ist. Zusatzlich konnte mit
Hilfe von doppelt transgenen Linien gezeigt werden, dass die flachige Aggregation des
PEN2-GFP-ATM-Fusionsproteins aufierhalb des Cytoplasmas stattfindet.
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Hellfeld

Abb. 3.20: PEN2-GFP-ATM und PEN2-RFP weisen unterschiedliche Lokalisationen am haustoriellen
Komplex auf.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahme der doppelt transgenen Linie fir PEN2-RFP und
PEN2-GFP-ATM (24 hpi Bgh). Die Pfeile weisen auf die fehlende Kolokalisation der beiden Proteine hin. Ap,
Appressorium; EHM, extrahaustorielle Membran; EHMAT, extrahaustorielle Matrix; HK, haustorieller Kragen;
PZW, pilzlichen Zellwand. MaRstabsbalken = 10 uym.

3.1.5 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zum Assoziationsverhalten von

PEN2 mit Membrankompartimenten

Wie bereits aus den vorherigen Ergebnissen hervor ging, ist die Lokalisation in der
Peripherie des Membrankompartiments ausschlaggebend fiir die Funktionalitdt des PEN2-
Proteins. Um ermitteln zu kdnnen, mit welchem Membrankompartiment PEN2-assoziiert ist,
wurden doppelt transgene Linien von PEN2-GFP mit unterschiedlen Organellmarkern
generiert (Nelson et al., 2007).

In transienten Assays wurde bereits eine Assoziation von PEN2-GFP mit RFP-markierten
Peroxisomen nachgewiesen (Lipka et al., 2005). Zur Markierung der Peroxisomen wurde
das Konstrukt RFP-PTS1 (,peroxisomal targeting sequence 1“) verwendet, das aufgrund
seiner peroxisomalen Lokalisationssequenz zur Akkumulation des RFP-Proteins in der
Matrix von Peroxisomen fiihrt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden fluoreszenzmikroskopische
Analysen mit stabilen, doppelt transgenen Linien fur PEN2-GFP und RFP-PTS1
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durchgeflihrt, die eine Assoziation von PEN2 mit Peroxisomen bestatigen konnten. Wie in
Abbildung 3.21 zu erkennen ist, lokalisiert PEN2-GFP-Fusionsprotein in der Peripherie von
Peroxisomen (siehe Pfeile in Abb. 3.21A). Allerdings ist das PEN2-GFP-Protein nicht
ausschlief3lich mit Peroxisomen assoziiert, sondern auch in der Peripherie von nicht RFP-
markierten Membrankompartimenten lokalisiert. AuRerdem konnte keine Peroxisomen-
Kolokalisation der PEN2-GFP-Aggregate an der direkten Interaktionsstelle mit dem
Mehltaupilz festgestellt werden (Abb. 3.21A). Wie das Zeitverlaufsexperiment in Abbildung
3.21B zeigt, sind die Peroxisomen in der Zelle frei beweglich und nicht wie die PEN2-GFP-
Aggregate an der Penetrationsstelle immobilisiert. Uberdies konnte zu keinem Zeitpunkt eine
Akkumulation von mehreren Peroxisomen zeitgleich an der Penetrationsstelle beobachtet
werden (Abb. 3.21B). Zwar akkumulieren Peroxisomen im Zeitverlauf am Invasionsort, wie
die Maximalprojektion des Zeitverlaufsexperiments erkennen Ilasst, doch ist diese
Akkumulation nur transient und ist nicht deckungsgleich mit dem Ort der oben
beschriebenen PEN2-GFP-Aggregation (Abb. 3.21C). Darlber hinaus konnte nie eine
Assoziation von PEN2-GFP-Aggregaten mit maturen RFP-PTS1-markierten Peroxisomen
belegt werden. Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass PEN2 durchaus in
der Peripherie von Peroxisomen zu finden ist und dass letztere voriibergehend mit Orten der
versuchten Pathogeninvasion assoziiert sind. Jedoch stellen Peroxisomen weder die
subzellularen Kompartimente dar, welche stationar an Pathogen-Interaktionsstellen
akkumulieren, noch findet in ihrer Peripherie die beschriebene pathogen-induzierte PEN2-

Aggregatbildung statt.



Ergebnisse 75

N
%
- A - A
-
_. oo o

e -
;

Abb. 3.21: Peroxisomen sind nicht an der fokalen Akkumulation der PEN2-GFP-Aggregate an der
Invasionsstelle beteiligt.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen bzw. die Maximalprojektion einer Zeitreihe der
doppelt transgenen Linie PEN2-GFP und RFP-PTS1. (A) Die Pfeile weisen auf die Lokalisation des PEN2-GFP-
Fusionsproteins in der Peripherie von RFP-markierten Peroxisomen 20 Stunden nach Inokulation mit Bgh hin. (B)
Die dargestellten mikroskopischen Aufnahmen sind Einzelaufnahmen in derselben konfokalen Ebene einer
Zeitreihe von 5 Minuten (24 hpi Bgh). (C) Der Pfeil in der Maximalprojektion des Zeitverlaufexperiments (B) weist
auf die fehlende Kolokalisation von Peroxsiomen und Aggregaten am Ort der versuchten Penetration hin. Ap,
Appressorium; t, Zeit in Sekunden. MafRstabsbalken = 10 uym.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun vielmehr gezeigt werden, dass PEN2-GFP neben der
bereits demonstrierten Lokalisation in der Peroxisomenperipherie ebenfalls in der Peripherie
von Mitochondrien lokalisiert ist (Abb. 3.22A). In den relevanten Experimenten wurde zur
Markierung der mitochondrialen Matrix ein Fusionsprotein aus RFP und den ersten 29
Aminosauren der Cytochrom c¢ Oxidase IV (ScCOX4) von Saccharomyces cerevisiae
verwendet (Nelson et al., 2007). Diese Peptidsequenz des ScCOX4-Proteins enthalt ein
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spezifisches Importsignal far Mitochondrien (Kohler et al.,, 1997). Wie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.22A erkennen lassen, akkumulieren
mehrere Mitochondrien direkt an der Penetrationsstelle im Bereich der PEN2-GFP-

Aggregation (Abb. 3.22A). Zusatzliche konnte in Detailaufnahmen gezeigt werden, dass

auch die oben beschriebenen PEN2-GFP-Aggregate ausschlieRlich mit Mitochondrien

assoziiert sind (siehe Pfeile in Abb. 3.22B).

PEN2-GFP

Abb. 3.22: PEN2-GFP-Aggregate sind mit Mitochondrien assoziiert.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen der doppelt transgenen Linie fir PEN2-GFP und
RFP-markierten Mitochondrien. (A) Die Pfeile weisen auf die Assoziation von PEN2-GFP mit der Peripherie von
Mitochondrien und deren Akkumulation am Ort der versuchten Penetration hin (22 hpi Bgh). (B) Wie die Pfeile
aufzeigen, sind die PEN2-GFP-Aggregate mit Mitochondrien assoziiert (22 hpi Bgh). Ap, Appressorium.
Mafistabsbalken = 10 ym.

Darliber hinaus konnte eine Lokalisation von PEN2-GFP gleichermalfien in der aufieren
Membran von epidermalen Plastiden festgestellt werden (Abb. 3.23). Zur Markierung der
Plastiden wurde ein Fusionsprotein aus RFP und den ersten 79 Aminosauren der kleinen
Rubisco-Untereinheit von Tabak verwendet (Nelson et al.,, 2007). Diese Aminosaure
beinhaltet ein spezifisches Signalpeptid flir den Transport in das plastidare Lumen (Dabney-
Smith et al., 1999). Wie man in Abbildung 3.23 erkennen kann, ist das PEN2-GFP-
Fluoreszenzsignal jedoch nur schwach in der Peripherie von RFP-markierten Plastiden
sichtbar. Eine Assoziation von PEN2-GFP-Aggregaten mit Plastiden konnte allerdings zu

keinem Zeitpunkt beobachtet werden. Zusatzlich konnte keine fokale Akkumulation von
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Plastiden an Orten der versuchten Pathogeninvasion nachgewiesen werden. Auch eine
transiente Akkumulation Uber die Zeit, wie sie etwa bei Peroxisomen auftritt, konnte nicht

belegt werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

Uberlagerung PEN2-GFP

QA

Abb. 3.23: PEN2-GFP ist in der Peripherie von Plastiden lokalisiert.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahme einer Epidermiszelle der doppelt transgenen
Linie fur PEN2-GFP und RFP-markierte Plastiden (21 hpi Bgh). Die Pfeile weisen auf das PEN2-GFP-
Fluoreszenzsignal in der duferen Membran von Plastiden hin. Ap, Appressorium. Maf3stabsbalken = 10 pm.

Im Gegensatz zu Peroxisomen, Mitochondrien und Plastiden konnte keine Assoziation des
PEN2-GFP-Proteins mit Golgi-Vesikeln oder dem ER festgestellt werden (Abb. 3.24). Zur
Bestimmung der subzellularen Lokalisation von Golgi-Vesikeln, wurden die ersten 49
Aminosauren des Sojabohnen Enzyms a-1,2-Mannosidase (GmManl) mit dem RFP-Protein
fusioniert (Nelson et al., 2007). Die GmManl-Aminosduresequenz beinhaltet eine
Transmembrandomane, die zur spezifischen Integration des Fusionsproteins in die
Membran von Golgi-Vesikeln fuhrt (Saint-Jore-Dupas et al., 2006). Wie die Aufnahme der
doppelt transgenen Linie von PEN2-GFP und RFP-markierten Golgi-Vesikeln zeigt, kann
weder eine Kolokalisation, noch eine fokale Akkumulation von Golgi-Vesikeln am Ort der
versuchten Invasion nachgewiesen werden (Abb. 3.24A). Ebenso fand keine Kolokalisation
von PEN2-GFP mit RFP-markiertem ER statt (Abb. 3.24B). Die Markierung des ERs erfolgte
durch die N-terminale Fusion des Signalpeptides der Kinase AtWAK2 (,Arabidopsis thaliana
wall-associated kinase 2) und der C-terminalen Fusion der Aminosauresequenz HDEL an
das RFP-Protein (Nelson et al., 2007). Aufgrund des AtWAK2-Signalpeptides wird das
Reporterprotein in den sekretorischen Transportweg eingeschleust und durch das

Retentionssignal HDEL im ER-Lumen zurlickgehalten (He et al., 1999; Gomord et al., 1997).
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A

Abb. 3.24: PEN2-GFP zeigt keine Kolokalisation mit Golgi-Vesikeln oder ER.

Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahme der doppelt transgenen Linie von PEN2-GFP und
RFP-markierten Golgi-Vesikeln (23 hpi Bgh), sowie die der PEN2-GFP und RFP-markierten ER-Linie (22 hpi
Bgh). Ap, Appressorium. MaRstabsbalken = 10 pm.

Um zu untersuchen ob der globulare Teil von PEN2 einen Einfluss auf die Assoziation von
PEN2 zu einem bestimmten Organell hat, wurden doppelt transgene Linien von GFP-
PEN2¢,rm mit den zuvor beschriebenen Markerproteinen hergestellt. Wie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.25 deutlich veranschaulichen, ist
das Deletionsprotein nach wie vor in der Peripherie von Peroxisomen, Mitochondrien und
Plastiden lokalisiert (Abb. 3.25). Im Vergleich zum PEN2-GFP-Fusionsprotein, zeigt das
GFP-PEN2¢m-Protein somit keinen Unterschied in der subzelluldren Lokalisation.

Diese Ergebnisse verdeutlichen noch einmal, dass die C-terminale Extension von PEN2
ausschlaggebend fir die beobachteten subzellularen Lokalisationsmuster ist, und dass der

globulare Teil keinen Einfluss die Assoziation mit einem bestimmten Organell hat.
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Abb. 3.25: GFP-PEN2¢erm ist ebenfalls mit Peroxisomen, Mitochondrien und Plastiden assoziiert.
Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von doppelt transgenen Linien, die PEN2-GFP und
ein entsprechendes RFP-Fusionsprotein zur Markierung von (A) Peroxisomen, (B) Mitochondrien bzw. (C)
Plastiden exprimieren. Die Pfeile weisen auf die Lokalisation des PEN2-GFP-Fusionsproteins in der dufieren
Membran des jeweiligen Organells hin. MaRRstabsbalken = 25 pm.

AbschlieRend kann noch einmal zusammengefasst werden, dass das PEN2-GFP-Protein
mit Peroxisomen, Mitochondrien und Plastiden assoziiert ist, allerdings nicht mit Golgi-
Vesikeln oder dem ER (Abb. 3.21 bis 3.24). Eine Kolokalisation des Fusionsproteins mit
RFP-markierter Plasmamembran konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Ergebnisse
nicht gezeigt). Somit scheint die Lokalisation des Reporterproteins in der Peripherie von
Peroxisomen, Mitochondrien und Plastiden spezifisch zu sein und nicht durch eine generelle
Assoziation des PEN2-GFP-Proteins mit Membranstrukturen zustande zu kommen.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auschliellich der mitochondrien-assoziierte PEN2-
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GFP-Pool der pathogen-induzierten Zellpolarisation und fokalen Organellen-Immobilisierung
unterliegt. AuRerdem wurden die PEN2-GFP-Aggregate lediglich an Oberflachen von
Mitochondrien, nicht jedoch an Oberflachen von Peroxisomen oder Plastiden beobachtet.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass Mitochondrien in der
PEN2-vermittelten Resistenz gegenuber nicht adaptierten Mehltaupilzen involviert sind.
Welche Bedeutung die transiente Akkumulation von PEN2-GFP-assoziierten Peroxisomen
an der versuchten Invasionsstelle fir die Pathogenabwehr hat, muss allerdings noch im

Detail geklart werden.

3.1.6 Biochemische Analyse der subzellularen PEN2-Lokalisation

Um die Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analysen der subzellularen Lokalisation
des PEN2-GFP-Proteins durch weitere Experimente zu bekréaftigen, wurde das Verhalten
des PEN2-GFP-Fusionsproteins und des PEN2-Proteins im Dichtegradienten untersucht.
Als Ausgangsmaterial wurde das gesamte Blattmaterial von ca. vier bis sechs Wochen alten,
nicht pathogen-behandelten Pflanzen geerntet. Zur Auftrennung der Organellen in einem
kontinuierlichen Dichtegradienten, wurde das von Lisenbee et al. (2003) publizierte Protokoll
modifiziert. Anstelle des vorzentrifugierten Uberstands des Pflanzenextrakts wurde ein
Pellet, welches durch Ultrazentrifugation bei 100000g gewonnen wurde, auf den
kontinuierlichen Dichtegradienten (15 - 55 % Sucrose) geladen. Dieser zusatzliche
Zentrifugationsschritt sollte der Anreicherung von Organellen im Pellet dienen und
gleichzeitig den Anteil des cytoplasmatischen PEN2-GFP-Pool reduzieren. Der
Dichtegradient wurde fiir 16 bis 18 Stunden bei 100000g zentrifugiert und anschlielRend
fraktioniert. Wie anhand von Abbildung 3.26 zu erkennen ist, entstehen im Dichtegradient
zwei Bereiche erhdhter PEN2-GFP-Abundanz. Der erste Bereich erstreckt sich Uber die
Fraktionen 6 bis 9, was einer Sucrosekonzentration von 43 bis 37 % entspricht, wahrend der
zweite Bereich sich uber die Fraktionen 17 bis 24 mit einer Sucrosekonzentration von 19 bis
12 % erstreckt. Neben der Bestimmung der PEN2-GFP-Lokalisation im Dichtegradient
wurde auch die Lokalisation von Peroxisomen und Mitochondrien untersucht. Zur Detektion
der beiden Organellen im Western-Blot wurden spezifische Antikérper der Firma Agrisera
verwendet. Der  Antikdrper o-PEX14  detektiet hierbei das  peroxisomale
Transmembranprotein PEX14 (,peroxin 14“), wobei der Antikdrper a-VDAC1 das ebenfalls
membranstandige mitochondriale Protein VDAC1 (,voltage-dependent anion-selective
channel protein 1%) erkennt (Abb. 3.26B). Im Vergleich zum PEN2-GFP kénnen PEX14 und
VDAC1 nur im Bereich hoherer Sucrosekonzentrationen nachgewiesen werden. Dieser

Bereich erstreckt sich flr das peroxisomale Protein von Fraktion 3 bis 14, bzw. von Fraktion
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4 bis 12 fur das mitochondriale Protein, mit einer Sucrosekonzentration von 49 bis 27 %,
bzw. 48 bis 31 %. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass das PEN2-GFP-
Protein in den Fraktionen 6 bis 9 wahrscheinlich mit Mitochondrien bzw. Peroxisomen
assoziiert ist und bestatigt somit die mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen
festgestellte Lokalisierung. Allerdings konnte infolge der unzureichenden Auftrennung der
Organellen im Dichtegradienten nicht zwischen der mitochondrialen und peroxisomalen
Lokalisation des Fusionsproteins unterschieden werden. Im Gegensatz zu den Fraktionen 6
bis 9 liegt definitiv keine Assoziation des Reporterproteins mit den beiden Organellen in den
Fraktionen 17 bis 24 vor. Warum das Fusionsprotein eine deutlich hdhere Konzentration in
den Fraktionen 17 bis 24 aufweist, ist allerdings unklar. Es ist aber davon auszugehen, dass
in diesem Bereich des Gradienten hauptsachlich geldste Proteine zurilickbleiben, die
aufgrund ihrer Dichte nicht in den Gradienten sedimentieren. Wie eingangs schon erwahnt,
sollte der cytoplasmatische @ PEN2-GFP-Pool mit Hilfe eines zusatzlichen
Zentrifugationsschritts entfernt werden. Entweder wurde dieser Pool durch Pelletierung doch
nicht ausreichend entfernt oder das PEN2-GFP-Protein wurde wahrend der
Resuspendierung des Pellets und bei der Beladung des Gradienten von der Mitochondrien-
bzw. Peroxisomenmembran ungewollt entfernt. Eine versehentliche Beschadigung der
Organellen kann zwar nicht ausgeschlossen werden, ist aber aufgrund des fehlenden
Signals der Markerproteine im Immunoblots in den Fraktion 17 bis 24 eher
unwahrscheinlich. Man kdnnte daher spekulieren, dass die Assoziation des Reporterproteins
mit der Organellenmembran weit geringer ist als die der Markerproteine PEX14 und VDAC1.
Moglicherweise kdnnte auch das integrierte GFP-Protein einen destabilisierenden Effekt auf
die Assoziation mit den Organellenmembranen haben.

Um diese Hypothese zu testen, wurde ebenfalls das Verhalten des nativen PEN2-Proteins

im kontinuierlichen Dichtegradienten untersucht.
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Abb. 3.26: PEN2-GFP kosedimentiert mit Mitochondrien und Peroxisomen im Dichtegradienten, ist aber
hauptsachlich in den I8slichen Fraktionen vorhanden.

(A) Abgebildet ist die Analyse der Protein- und Sucrosekonzentration in den unterschiedlichen Fraktionen des
Dichtegradientens.

(B) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in zwei 10 %igen SDS-Polyacryamidgelen aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-
spezifischen Antikérpers (1:10000 verdunnt), PEX14-spezifischen Antikérpers (1:10000 verdunnt) und VDAC1-
spezifischen Antikorpers (1:5000 verdinnt). Die molekulare Masse der Proteine ist am rechten Rand angegeben.

Wie die Western-Blot-Analyse der Verteilung des PEN2-Proteins im Dichtegradient zeigt,
konnte kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Verteilung des PEN2-GFP-
Fusionsproteins festgestellt werden (Abb. 3.27). Das PEN2-Protein weist, wie die
Markerproteine PEX14 und VDAC1 auch, eine erhéhte Konzentration in den Fraktionen 6
bis 10 auf (Sucrosekonzentration von 43 bis 35 %). Allerdings ist die PEN2-Abundanz in den
Fraktionen 14 bis 24 (Sucrosekonzentration von 27 bis 16 %) wesentlich hoher. Somit
entspricht das PEN2-Verteilungsmuster im Dichtegradienten dem des PEN2-GFP-Proteins.
Wahrend der an Organellen gebundene Pool von PEN2 mit Mitochondrien und Peroxisomen
im Dichtegradient kosedimentiert, bleibt der hohere Anteil in den lI6slichen Fraktionen
zurtck. Die Assoziation des PENZ2-Proteins mit der Organellenmembran ist demnach
genauso fragil, wie die des Fusionsproteins. Wie zuvor schon spekuliert wurde, kdnnte eine
Ablésung des Proteins aus der Membran durch die praparativen Aufarbeitungsschritte
hervorgerufen worden sein. Aufgrund der Ergebnisse kann allerdings davon ausgegangen

werden, dass das integrierte GFP-Molekil im Fusionsprotein keinen Einfluss auf die
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subzelluldare Lokalisation des Reporterproteins bzw. die Interaktion mit der
Organellenmembran von Mitochondrien oder Peroxisomen hat.

An dieser Stelle ist aullerdem noch zu erwahnen, dass die zuvor beschrieben Experimente
ebenfalls mit pathogen-behandeltem Pflanzenmaterial durchgefuhrt worden sind. Allerdings
konnte kein signifikanter Einfluss auf das Sedimentationsverhalten von PEN2 und PEN2-
GFP nach Inokulation mit Bgh festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Vereinzelt
konnte zwar eine geringe Erhéhung der Proteinabundanz der beiden Proteine in den
Organellen-gebunden Fraktionen nach Bgh-Behandlung festgestellt werden, jedoch war

dieses Ergebnis nicht ausreichend reproduzierbar.
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Abb. 3.27: Unmarkiertes PEN2 kosedimentiert mit Mitochondrien und Peroxisomen im Dichtegradienten,
ist aber hauptséchlich in den I8slichen Fraktionen vorhanden.

(A) Abgebildet ist die Analyse der Protein- und Sucrosekonzentration in den unterschiedlichen Fraktionen des
Dichtegradientens.

(B) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in zwei 10 %igen SDS-Polyacryamidgelen aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-
spezifischen Antikérpers (1:10000 verdiinnt), PEX14-spezifischen Antikérpers (1:10000 verdinnt) und VDAC1-
spezifischen Antikérpers (1:5000 verdiinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Proteine angegeben.
Der rote Pfeil weist auf die Kreuzreaktion des PEN2-Antikdrpers mit einem unbekannten Protein hin. Diese
unspezifische Interaktion konnte auch in Western-Blot-Analysen von Dichtegradienten beobachtet werden, die
mit Pflanzenextrakt von pen2-1-Mutanten beladen wurden (Daten nicht gezeigt).
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Aufgrund der unzureichenden Auftrennung der Organellen im verwendeten Dichtegradienten
sollte mit Hilfe organellen-spezifischer Isolationsprotokolle die Assoziation des nativen
PENZ2-Proteins mit Peroxisomen bzw. Mitochondrien ndher charakterisiert werden.

Die Anreicherung von Peroxisomen erfolgte dabei nach einer vereinfachten Version des von
Reumann et al. (2007) publizierten Protokolls. Der verwendete Stufengradient bestand aus 3
ml einer 15 %igen Percoll-Lésung, 9 ml einer 38 %iger Percoll-L6ésung und 3 ml einer 36
%iger Sucrose-Losung (Abb. 3.28A). Als Ausgangsmaterial dienten ca. 20 ml Extrakt von
unbehandelten Wildtyp- oder PEN2-GFP-exprimierenden Pflanzen. Mit Hilfe des PEX14-
spezifischen Antikérpers konnte im Immunoblot die Anreicherung von Peroxisomen im Pellet
bestatigt werden (Abb. 3.28B). Im Gegensatz zum peroxisomalen Membranprotein konnte
jedoch keine Anreicherung von PEN2 bzw. PEN2-GFP in der Pelletfraktion festgestellt
werden. Wahrend sowohl im Extrakt als auch im Uberstand von Wildtyppflanzen, bzw. im
Uberstand der Pflanzen der Reporterlinie, ein deutliches Signal des PEN2-spezifischen
Antikérpers im Western-Blot erkennbar war, wurde in der Pelletfraktion ein wesentlich
schwacheres Signal nachgewiesen. Aufgrund dessen ist es nicht moglich, PEN2 durch die

Isolation von Peroxisomen anzureichern.

Col-3, gl1 PEN2-GFP

Extrakt Uberstand

36% Sucrose

Pellet

Abb. 3.28: PEN2 kann nicht mit Hilfe von Peroxisomen-Isolations-Protokollen angereichert werden.

(A) Abgebildet sind Aufnahmen des Stufengradienten vor und nach der Zentrifugation. Die unterschiedlichen
Schichten bzw. verwendeten Fraktionen sind entsprechend beschriftet.

(B) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-
spezifischen Antikdrpers (1:10000 verdiinnt) und des PEX14-spezifischen Antikérpers (1:10000 verdiinnt). Am
rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine angegeben. Die roten Pfeile markieren das protein-
spezifische Signal, die schwarzen Pfeile weisen auf die Kreuzreaktion des PEN2-Antikdrpers mit unbekannten
Proteinen hin. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde
dreimal mit Wildtyppflanzen und zweimal mit PEN2-GFP-exprimierenden Pflanzen wiederholt. CBB, Coomassie-
Brilliant-Blau; Ex, Extrakt; P, Pellet; U, Uberstand.
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Zur Isolierung von Mitochondrien wurde ein von Holger Eubel (Leibniz Universitat Hannover,
Institut  fir Pflanzengenetik) vorgeschlagenes Protokoll verwendet (persdnliche
Kommunikation). Als Ausgangsmaterial diente der Blattextrakt von Col-3, gl1-Pflanzen. Wie
die Western-Blot-Analysen in Abbildung 3.29 zeigen, ist PEN2 nur im Gradientenpellet
eindeutig nachweisbar. Ebenso konnte das mitochondriale Markerprotein VDAC1 mit dem
entsprechenden Antikérper im Pellet nachgewiesen werden. Es ist jeweils eine deutliche
Bande von PEN2 und VADC1 in der Pelletprobe erkennbar. Eine Kontamination der
Pelletprobe mit Peroxisomen kann ausgeschlossen werden, da kein Signal des PEX14-
spezifischen Antikérpers im Immunoblot beobachtet werden konnte. Aufgrund der hohen
BSA-Konzentration im Extraktionspuffer wurde die PEN2-Proteinmenge vermutlich verdinnt,
weshalb das Protein im Extrakt nicht nachgewiesen werden konnte.

Eine einmalige Durchfihrung des Experiments mit Pflanzenextrakt von PEN2-GFP-
exprimierenden Pflanzen, flhrte ebenfalls zur spezifische Anreicherung des Fusionsproteins
im Pellet (Ergebnis nicht gezeigt).

o-PEN2

a-VDAC1

a-PEX14

CBB

Abb. 3.29: PEN2 kann durch die Isolation von Mitochondrien angereichert werden.

Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels Elektroblot
auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines PEN2-spezifischen
Antikorpers (1:10000 verdinnt), VDAC1-spezifischen Antikdrpers (1:5000 verdinnt) und PEX14-spezifischen
Antikorpers (1:10000 verdiinnt). Am rechten Rand ist die molekulare Masse der Markerproteine angegeben. Im
unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde dreimal
durchgefiihrt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.
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AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass PEN2 und PEN2-GFP das gleiche
Sedimentationsverhalten im kontinuierlichen Dichtegradient aufweisen. Wahrend ein Tell
des PEN2- bzw. PEN2-GFP-Pools mit Mitochondrien und Peroxisomen kosedimentiert,
bleibt der grélRere Anteil in den Iéslichen Fraktionen zurlick. Inwieweit diese durch eine
ungewollte Ablésung des Proteins durch praparative Schritte geschieht und/oder aufgrund
einer nur schwachen Assoziation des PEN2-Proteins mit der entsprechenden
Organellenmembran hervorgerufen wird, muss noch in weiteren Experimenten untersucht
werden. Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass PEN2 und PEN2-GFP mittels einer
spezifischen Isolation von Mitochondrien angereichert werden konnten. Im Gegensatz dazu
fihrte eine Isolierung von Peroxisomen nicht zur Anreicherung der beiden Proteine. Wie die
fluoreszenzmikroskopischen Analysen von doppelt transgenen Linien hingegen gezeigt
haben, ist das Fusionsprotein auch in der Peripherie von RFP-markierten Peroxisomen
lokalisiert. Daher kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass der peroxisomen-

assoziierte PEN2-GFP-Pool eine Funktion in der Nichtswirts-Resistenz besitzt.

3.1.7 Lokalisationsbestimmung chimé&rer PEN2-GFP-Proteine

Um die Bedeutung der Assoziation von PEN2 mit Peroxisomen oder Mitochondrien in der
Pathogenabwehr zu testen, wurden chimare Konstrukte von PEN2 und der C-terminalen
Extension der Proteine APX3 und TOMZ20-4 generiert. Wie in der Einleitung bereits
beschrieben gehéren APX3 und TOM20-4 zur Gruppe der TA-Proteine, die sich durch eine
C-terminale Transmembrandoméane auszeichnen (Arai et al., 2004), welche die Lokalisation
des Proteins in der entsprechenden Organellenmembran  konstituiert. In
fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnte gezeigt werden, dass GFP-APX3 mit RFP-
PTS1 markierten Peroxisomen assoziiert ist (Narendra et al., 2006), wahrend TOM20-4 in
der auleren Mitochondrienmembran nachgewiesen werden konnte (Werhahn et al., 2001).
Im Folgenden sollte durch die Substitution der C-terminalen Extension von PEN2 mit den
organellen-spezifischen Transmembrandoméanen von APX3 bzw. TOM20-4 eine exklusive
Lokalisation von PEN2 mit nur einer der beiden Organellen erzwungen werden. Demnach
sollte das chimare PEN2-GFP-APX3c¢i:m ausschliefdlich in der Peripherie von Peroxisomen
und das PEN2-GFP-TOM20-4¢irm ausschlieBlich in der Peripherie von Mitochondrien
lokalisiert sein. In Abbildung 3.30 sind die C-terminalen Aminosauresequenzen der beiden

chimaren Konstrukte im Vergleich zur Wildtyp-Sequenz aufgefiihrt.
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[PEN2] QEDDSSTSKKEEKKESYGKQLLHSVQDSQFVHSIKDSGALPAVLGSLFVVSATVGTSLFFKGANN PEN2-GFP

[PEN2] QEDDSSTSKKLSELGFNPNSSAGKAVADSTILAQSAFGVAVAAAVVAFGFYEIRKRMK PEN2-GFP-APX3¢irm

[PEN2] QEDDSSTSKKTSEFKYDVFGWVILASYVVAWISFANSQTPVSRQ PEN2-GFP-TOM20

Abb. 3.30: Darstellung der C-terminalen Aminosauresequenzen der chimaren PEN2-GFP-Konstrukte.
Abgebildet sind Aminosauresequenzen der C-terminalen Extension von PEN2 und die der chimaren Konstrukte
(rote Schrift). Der unterstrichene Bereich entspricht der vorhergesagten Transmembrandoméne der Proteine
(Arai et al., 2004).

Vor der eigentlichen Analyse der chimare Konstrukte, wurde die subzelluldre Lokalisation
der Proteine APX3 und TOM20-4 mittels fluoreszenzmikroskopischer Analysen nochmals
Uberprift. Hierflr wurden doppelt transgene Linien erzeugt, die ein Fusionsprotein FP-APX3
bzw. FP-TOM20-4 und einen entsprechenden Organellenmarker flir Peroxisomen oder
Mitochondrien beinhalten.

Wie in Abbildung 3.31 zu erkennen ist, fuhrt die Expression des GFP-APX3-Proteins unter
der Kontrolle des 35S-Promotors nicht nur zur Lokalisation des Fusionsproteins in der
Peripherie von Peroxisomen, sondern auch von Mitochondrien (Abb. 3.31A und 3.31B).
Daher scheint die C-terminale Extension des APX3-Proteins nicht geeignet zu sein, eine
ausschliellliche Peroxisomen-Lokalisation herbeizufihren. Interessanterweise konnte jedoch
keine Assoziation von RFP-APX3 mit Mitochondrien festgestellt werden, wenn das
Fusionsprotein unter der Kontrolle des nativen APX3-Promotors (Papxs) exprimiert wurde. In
Abbildung 3.31C ist eine deutliche Lokalisation des RFP-APX3-Proteins in der Peripherie
von CFP-markierten Peroxisomen in Mesophyllzellen zu erkennen. Im Gegensatz dazu
konnte keine Assoziation des Proteins mit der Peripherie von CFP-markierten Mitochondrien
in Mesophyllzellen nachgewiesen werden (Abb. 3.31D). An dieser Stelle ist noch zu
erwadhnen, dass eine Expression des RFP-APX3-Fusionsproteins nur in Mesophylizellen
beobachtet werden konnte, jedoch nicht in Epidermiszellen. Daher ist anzunehmen, dass
das native Promotorelement eine gewebespezifische Expression des Proteins ausweist. Ob
die gewebespezifische Expression auch Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation hat, ist
eher fraglich. Es konnte jedenfalls kein Unterschied in der Assoziation von Uberexprimiertem
GFP-APX3 mit Peroxisomen und Mitochondrien zwischen Epidermis- und Mesophylizellen
festgestellt werden (Ergebnisse nicht gezeigt). Beim Vergleich der beiden transgenen Linien
konnte allerdings beobachtet werden, dass das Fluoreszenzsignal des GFP-APXS3-
Fusionsproteins wesentlich starker ist als das des RFP-APX3-Proteins, was auf eine deutlich
hohere Proteinabundanz in der Zelle schlief3en lasst (Ergebnisse nicht gezeigt). Aufgrund
dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass eine Fehllokalisation des Proteins mit
Mitochondrien durch eine Uberexpression des konstitutiven 35S-Promotor hervorgerufen

worden sein konnte.
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Abb. 3.31: Eine Uberexpression des GFP-APX3-Proteins fiihrt zur Assoziation mit Mitochondrien.
Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von doppelt transgenen Linien fir (A) GFP-APX3
und RFP-markierte Peroxisomen, (B) GFP-APX3 und CFP-markierte Mitochondrien (Falschfarbendarstellung),
(C) RFP-APX3 und CFP-markierte Peroxisomen und (D) RFP-APX3 und CFP-markierte Mitochondrien. Der
verwendete Promotor zur Expressionskontrolle der jeweiligen APX3-Fusionsproteine ist angegeben. Die Pfeile
weisen beispielhaft auf die Lokalisation des FP-APX3-Proteins in der duleren Membran des jeweiligen Organells
hin. Die Autofluoreszenz der Chloroplasten im Mesophyll ist in griin dargestellt. MaRstabsbalken = 10 ym.
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Um eine Fehllokalisation des chimaren PEN2-GFP-APX3cwem-Proteins  durch
Uberexpression ausschlieRen zu kdénnen, wurde das Konstrukt unter der Kontrolle des
nativen PEN2-Promotors im Mutantenhintergrund exprimiert. Wie in Abbildung 3.32A zu
erkennen ist, bildet das Fusionsprotein rundliche Aggregate in der Peripherie eines
Membrankompartiments aus, welches der pathogen-induzierten Zellpolarisation und fokaler
Organellen-Immobilisierung unterliegt. In vorherigen Untersuchungen konnte bereits gezeigt
werden, dass Peroxisomen nicht am Ort der versuchten Invasion immoblisiert werden, noch
konnte eine Aggregatbildung an der peroxisomalen Membran beobachtet werden. Aufgrund
dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass auch das chimare PEN2-GFP-APX3cm-Protein
nicht ausschlieBlich in der Peripherie von Peroxisomen lokalisiert ist. Im Unterschied zur
PEN2-GFP-Referenzlinie, konnte allerdings eine erhéhte Fluoreszenzintensitat in der
Membran einiger Organellen festgestellt werden (siehe Pfeile in Abb. 3.32A). Ansonsten war
keine Differenz in der subzelluldren Lokalisation und der Aggregatbildung der beiden
Proteine nachweisbar. Inwieweit das chimare Fusionsprotein auch den pen2-
Penetrationsphanotyp komplementieren kann, wurde in vergleichenden Analysen der
Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter PEN2-GFP-APX3¢im-Linien, pen2-Mutanten
und Wildtyppflanzen untersucht. Das Ergebnis, dargestellt in Abbildung 3.32B, beweist
eindeutig die  Funktionalitdt des chimaren Proteins. Dabei korreliert die
Komplementationskapazitdt mit der Proteinabundanz des Fusionsproteins. Dies wird
besonders deutlich beim Vergleich der Ergebnisse des Penetrationsassays mit den
Ergebnissen der Western-Blot-Analyse, die mit Hilfe eines GFP-spezifischen Antikdrpers
durchgefiihrt wurde (Abb. 3.32B und 3.32C). Die PEN2-GFP-APX3ciem -Linie #2-1 zeigt
hierbei keinen Penetrationsphanotyp und besitzt eine ahnlich hohe Proteinkonzentrationen
wie die Referenzlinie PEN2-GFP #62-2, wahrend die Linie #3-3 deutlich geringere
Proteinmengen des chimaren Proteins aufweist und eine erhéhte Penetrationsrate erkennen
lasst. Somit besitzt das PEN2-GFP-APX3cwem-Protein nicht nur eine nahezu identische
subzellulare Lokalisation wie das PEN2-GFP-Referenzprotein, sondern kann dieses auch
funktional in der Pathogenabwehr ersetzen, sobald eine kritische Proteinkonzentration

erreicht ist.
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Abb. 3.32: Der C-Terminus von APX3 kann den von PEN2 funktional ersetzen.

(A) Die Abbildung zeigt die Maximalprojektion einer Z-Serie, welche 17 Stunden nach Inokulation mit Bgh
aufgenommen wurde. Die Pfeile weisen auf die unterschiedliche Fluoreszenzintensitdt in der Membran einiger
Organellen hin. Mit Hilfe des Farbstoffs FM 4-64 wurde die pilzliche Struktur angeféarbt. Ap, Appressorium.
Mafistabsbalken = 25 ym.

(B) Abgebildet ist die vergleichende Analyse der Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter Wildtyppflanzen,
pen2-Mutanten und PEN2-GFP-APX3cterm-Linien (72 Stunden nach Inokulation). Pro Linie wurden drei Blatter mit
je 100 Interaktionsstellen ausgezahlt und in drei unabhangigen Experimenten wiederholt. Die Sterne geben den
signifikanten Unterschied der Invasions- und Zelltodraten zu Wildtyppflanzen an (*P < 0,05; **P < 0,005).

(C) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines GFP-
spezifischen Antikdrpers (1:5000 verdinnt). Am linken Rand ist die molekulare Masse des Markerproteins
angegeben. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde
dreimal wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau.

Inwiefern das Protein mit Peroxisomen oder auch mit Mitochondrien assoziiert ist, sollte in
doppelt transgenen Linien naher untersucht werden. Hierzu wurde die transgene Linie
pen2-1 (Ppen2::PEN2-GFP-APX3cterm) #2-1 mit den zuvor im Detail beschriebenen
Organellenmarkern fir Peroxisomen bzw. Mitochondrien stabil transformiert (Nelson et al.,
2007). Wie die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.33A belegen, ist das

chimare Protein nicht ausschlieRlich mit Peroxisomen assoziiert. Es kann zwar eine erhohte
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Fluoreszenzintensitat des PEN2-GFP-APX3¢rm-Proteins in der Peripherie von Peroxisomen
festgestellt werden, jedoch liegt ebenfalls eine deutliche Assoziation mit Mitochondrien vor
(Abb. 3.33B). Die verstarkte Signalintensitat in der Peripherie von Peroxisomen koénnte auf
eine hohere Affinitdt der C-terminalen Extension des APX3-Proteins zur peroxisomalen
Membran hinweisen. Allerdings kann aufgrund dieses Ergebnisses kein Rickschluss fir die
Bedeutung der Assoziation des PEN2-Proteins mit der peroxisomalen Membran in der
Pathogenabwehr gezogen werden. Demnach ist auch wahrscheinlich, dass die
beobachteten Aggregate des chimaren Proteins nicht an der Membran von Peroxisomen
gebildet wurden, sondern an der von Mitochondrien. Weitere fluoreszenzmikroskopische

Analysen der doppelt transgenen Linie mussen dies allerdings noch bestatigen.

Uberlagerung PEN2-GFP-APX3¢m

Abb. 3.33: Das chimare PEN2-GFP-APX3ciwerm-Protein besitzt eine erhdhte Assoziation mit Peroxisomen,
ist allerdings auch in der Peripherie von Mitochondrien lokalisiert.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von Epidermiszellen doppelt transgener Linien. Die
Pfeile weisen auf die Assoziation des chimaren Proteins mit der jeweiligen Organellenmembran hin.
Malfstabsbalken = 25 uym.

Im Gegensatz zum GFP-APX3, besitzt das RFP-TOMZ20-4-Fusionsprotein eine spezifische
Assoziation mit nur einem Organell. Wie die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abbildung 3.34A zeigen, ist das Fusionsprotein mit GFP-markierten Mitochondrien
assoziiert. Eine Lokalisation in der Peripherie von CFP-markierten Peroxisomen konnte nicht
beobachtet werden (3.33B). Somit filhrt die Uberexpression des RFP-TOM20-4-



Ergebnisse 92

Fusionsproteins, im Unterschied zum GFP-APX3, nicht zur Fehllokalisation mit anderen
Organellen. Aufgrund dessen scheint der C-Terminus von TOMZ20-4 geeignet zu sein, eine
spezifische Assoziation mit der mitochondrialen Membran zu bewirken. Aus diesem Grund
wurde die C-terminale Extension von TOM20-4 zur Herstellung des chimaren
PEN2-GFP-TOM20-4¢term-Konstrukts verwendet.

Mitochondrien

Peroxisomen

1

Abb. 3.34: Das Fusionsprotein RFP-TOM20-4 ist ausschlieRlich mit Mitochondrien assoziiert.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von Epidermiszellen doppelt transgener Linien. Die
Pfeile weisen auf die fehlende Assoziation des Fusionsproteins RFP-TOM20-4 mit CFP-markierten Peroxisomen
hin. Maf3stabsbalken = 25 uym.

Um allerdings ganz sicher zu gehen, dass der C-terminale Teil von TOM20-4 auch wirklich
zur Mitochondrien-spezifischen Assoziation des chimaren PEN2-GFP-TOM20-4cierm-
Proteins fuhrt, wurde zunachst die Lokalisation in transienten Expressionsexperimenten in
Nicotiana benthamiana Uberprift. Dabei konnte festgestellt werden, dass das Fusionsprotein
ausschliel3lich in der Peripherie von Mitochondrien, jedoch nicht in der von Peroxisomen
lokalisiert ist (Abb. 3.35). Im Gegensatz dazu zeigt das PEN2-GFP-Protein in der transienten
Expression nach wie vor eine Interaktion mit Peroxisomen und Mitochondrien (Daten nicht
gezeigt). Die Expression der beiden Konstrukte erfolgte jeweils unter der Kontrolle des
nativen PEN2-Promotors. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass das
chimare PEN2-GFP-TOM20-4¢im-Protein flur Untersuchungen der Assoziation von PEN2

mit Mitochondrien in der Pathogenabwehr geeignet ist. In weiter fihrenden Experimenten
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soll mit Hilfe von stabilen transgenen Linien flr dieses Konstrukt die

Komplementationsfahigkeit des pen2-Phanotyps in zuklinftigen Analysen getestet werden.

A Uberlagerung PEN2-GFP-TOM20,,,

‘

4

PEN2-GFP-TOM20_,.,.,

Abb. 3.35: Das chimare PEN2-GFP-TOM20-4¢erm-Protein ist ausschlief3lich mit Mitochondrien assoziiert.
Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von transient transformierten Nicotiana benthamina
Epidermiszellen drei Tage nach Infiltration mit Agrobakterien. Die Pfeile weisen auf die fehlende Assoziation des
PEN2-GFP-TOM20-4ctm-Fusionsproteins mit RFP-markierten Peroxisomen hin. Das Experiment wurde zweimal
durchgefiihrt. Mastabsbalken = 25 ym.

Aufgrund der spezifischen Assoziation des RFP-TOM20-4-Fusionsproteins mit
Mitochondrien, ist dieses Fusionsprotein sehr gut geeignet, um die Lokalisation des
PEN2-GFP-Proteins in der Peripherie von Mitochondrien nochmals zu bestatigt. Daher
wurden stabile doppelt transgene Linien von PEN2-GFP und RFP-TOM20-4 im pen2-1-
Mutantenhintergrund generiert. Anhand der mikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.36A
ist eine deutliche Kolokalisation der beiden Fusionsproteine erkennbar. Dieses Ergebnis
bestatigt noch einmal zusatzlich die Vermutung, dass PEN2 mit der Membran von
Mitochondrien assoziiert ist. Wie in Abbildung 3.36B weiter zu erkennen ist, akkumulieren
die RFP-TOM20-4-markierten Mitochondrien am Ort der versuchten Invasion. In diesem
Bereich kann ebenfalls eine Akkumulation der PEN2-GFP-Aggregate beobachtet werden.
Allerdings ist das RFP-TOM20-4-Protein nicht Bestandteil der PEN2-GFP-Aggregate (siehe
Pfeile in Abb. 3.36B).
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Abb. 3.36: PEN2-GFP und RFP-TOM20-4 kolokalisieren in der Peripherie von Mitochondrien.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von (A) unbehandelten und (B) pathogen-
behandelten Epidermiszellen doppelt transgener Linien 23 Stunden nach Inokulation mit Bgh. Die Pfeile weisen
auf die Kolokalisation der PEN2-GFP-Aggregate mit den RFP-TOM20-4-assoziierten Mitochondrien hin. Ap,
Appressorium. MaRstabsbalken = 10 ym.

Wie die Ergebnisse im vorherigen Abschnitt gezeigt haben, fiihrt die C-terminale Extension
des TA-Proteins APX3 nicht zu einer spezifischen Assoziation des PEN2-GFP-APX3¢tem-
Proteins mit der peroxisomalen Membran. Trotz der Expression des chimaren Konstrukts
unter dem nativen PEN2-Promotor kommt es zur Fehllokalisation mit Mitochondrien. Daher
ist es nicht moglich, mit Hilfe dieses Fusionsproteins die Funktion der Assoziation von PEN2
mit Peroxisomen in der Pathogenabwehr zu analysieren. Im Unterschied dazu kann die
mitochondrien-spezifische Interaktion von PEN2 mit Hilfe des chimaren Proteins

PEN2-GFP-TOM20-4¢term in zukinftigen Experimenten untersucht werden.
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3.2 Untersuchungen zur pathogen-induzierten Akkumulation von

Mitochondrien und Peroxisomen

Wie bereits gezeigt wurde, akkumulieren Mitochondrien am Ort der versuchten Invasion
(sieche Abb. 3.22A und 3.36B). Durch Zeitverlaufsexperimente mit RFP-markierten
Mitochondrien sollte die Dynamik der pathogen-induzierten Mitochondrientranslokation
genauer untersucht werden. Als Marker diente das schon beschriebene Matrix lokalisierte
Fusionsprotein, welches aus den ersten 29 Aminosauren des ScCOX4-Proteins und RFP
zusammengesetzt ist (Nelson et al.,, 2007). Neben dem Akkumulationsverhalten von
Mitochondrien in Wildtyppflanzen wurde auch das Verhalten in pen2-1-Mutanten analysiert,
um eine mogliche PEN2-abhangige Mitochondrienakkumulation zu Uberprifen. In
Zeitverlaufsexperimenten konnte festgestellt werden, dass kein Unterschied im
Akkumulationsverhalten von Mitochondrien in Wildtyppflanzen und pen2-1-Mutanten besteht
(Abb. 3.37).

Col-3, gl1

Abb. 3.37: PEN2 hat keinen Einfluss auf das Akkumulationsverhalten von Mitochondrien an der
Penetrationsstelle.

Abgebildet sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen (A, C) bzw. die Maximalprojektion
zweier Zeitreihe (B, D) transgener Wildtyppflanzen (A, B) und transgener pen2-1-Mutanten (C, D). Zur
Markierung der mitochondrialen Matrix wurde das von Nelson et al. (2007) beschrieben RFP-Fusionsprotein
verwendet. Die Aufnahmen wurden ca. 20 Stunden nach Inokulation mit Bgh aufgenommen. Das Experiment
wurde dreimal durchgefiihrt. Ap, Appressorium; t, Zeit in Sekunden. MaRstabsbalken = 25 ym.

Demnach scheint die fokale Akkumulation von Mitochondrien an Orten der versuchten
Penetration nicht abhangig vom PENZ2-Protein zu sein. Eine deutliche Akkumulation von
Mitochondrien Uber die Zeit wurde in beiden Linien beobachtet, was durch die

Maximalprojektion der einzelnen Aufnahmen visualisiert werden konnte (Abb. 3.37B und
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3.37D). AulRerdem konnte, neben der erhdhten Akkumulation von Mitochondrien Uber einen
Zeitraum von funf Minuten, zusatzlich eine standige Akkumulation weniger Mitochondrien an
der Penetrationsstelle in den einzelnen Aufnahmen nachgewiesen werden (Abb. 3.37A und
3.37C).

Im Gegensatz hierzu konnte keine standige Akkumulation von Peroxisomen an Orten der
versuchten  Pathogeninvasion im  Zeitverlauf beobachtet werden. Wie die
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.38A zeigen, akkumulieren RFP-
PTS1-markierte Peroxisomen zu keinem Zeitpunkt an der Penetrationsstelle. Erst die
Maximalprojektion der Zeitreihe offenbart eine zeitliche Akkumulation von Peroxisomen an
der Invasionsstelle (Abb. 3.38B). Wie ein Vergleich von Wildtyppflanzen mit pen2-1-
Mutanten erkennen lasst, hat das PEN2-Protein auch auf das Akkumulationsverhalten von
Peroxisomen keinen Einfluss (Abb. 3.38C und 3.38D).

Abb. 3.38: Die zeitliche Akkumulation von Peroxisomen an der Invasionsstelle wird durch das PEN2-

Protein nicht beeinflusst.

Abgebildet sind reprasentative fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen (A, C) bzw. die Maximalprojektion
zweier Zeitreihe (B, D) transgener Wildtyppflanzen (A, B) und transgener pen2-1-Mutanten (C, D). Zur
Markierung der peroxisomalen Matrix wurde das von Nelson et al. (2007) beschriebene RFP-Fusionsprotein
verwendet. Die Aufnahmen wurden ca. 19 Stunden nach Inokulation mit Bgh aufgenommen. Das Experiment
wurde dreimal durchgefiihrt. Ap, Appressorium; t, Zeit in Sekunden. Malstabsbalken = 25 uym.

Elektronenmikroskopische Analysen von nicht-transgenen Wildtyppflanzen, die in
Zusammenarbeit mit Gerd Hause (Halle) gemacht wurden, konnten wie auch die
fluoreszenzmikroskopischen Analysen von transgenen Pflanzen wiederholt eine
Akkumulation von Mitochondrien an Orten der versuchten Pathogeninvasion belegen. In den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.39 ist die Papille unterhalb des

pilzlichen Appressoriums im Querschnitt zu erkennen. Neben der Akkumulation von
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Mitochondrien kénnen auch andere Zellorganellen, wie Golgi-Apparate, Golgi-Vesikel oder
ER an der Penetrationsstelle beobachtet werden. Interessanterweise konnten in den EM-
Analysen der untersuchten Gewebeschnitte keine Peroxisomen an den pilzlichen
Invasionsorten nachgewiesen werden (Gerd Hause, Martin-Luther-Universitat Halle-

Wittenberg, persénliche Kommunikation).

Abb. 3.39: Akkumulation von Mitochondrien an der Papille.

Abgebildet sind zwei elektronenmikroskopische Aufnahmen von Wildtyppflanzen ca. 19 Stunden nach
Inokulation mit Bgh. Das Experiment wurde zweimal durchgefihrt. Ap, Appressorium; ER, Endoplasmatisches
Retikulum; Ga, Golgi-Apparate; Gv, Golgi-Vesikel; Lip, Lipidtropfen; Pk, Penetrationskeil; Zw, Zellwand; Zwa
Zellwandapposition. MaRstabsbalken = 1 ym.

Wie die fluoreszenzmikroskopischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen
gezeigt haben, weisen Mitochondrien im Gegensatz zu Peroxisomen eine stationare
Akkumulation an der versuchten Invasionsstelle auf. Allerdings konnte flr beide Organellen
eine transiente Akkumulation Uber die Zeit festgestellt werden. Somit entsprechen diese
Ergebnisse den schon zuvor gemachten Beobachtungen, wonach Peroxisomen in doppelt
transgenen PEN2-GFP- und RFP-PTS1-Linien ebenfalls nur kurzzeitig an der
Penetrationsstelle lokalisiert sind. Im Unterschied dazu konnten PEN2-GFP-assoziierte
RFP-markierte Mitochondrien immer an der Pathogen-Interaktionsstelle nachgewiesen

werden.
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3.3 Analysen zur subzellularen Lokalisation weiterer Komponenten des

PENZ2-vermittelten Abwehrmechanismus

Wie in der Einleitung bereits beschrieben wurde, konnten bereits weitere Komponenten des
prainvasiven PEN2-vermittelten Abwehrmechanismus identifiziert werden (Stein et al., 2006;
Bednarek et al., 2009; Kian Hématy, persénliche Kommunikation). Im folgenden Abschnitt
wird die subzellulare Lokalisation der Komponenten PEN3, PEN4 und CYP81F2 naher
untersucht und mit der Lokalisation von PEN2 verglichen. Dazu wurden doppelt transgene
Linien von FP-PENZ2 und den zuvor genannten Proteinen, entweder durch Kreuzung bereits
vorhandener Linien oder durch erneute Transformation, generiert. Die
fluoreszenzmikroskopischen  Analysen der transgenen Linien erfolgten nach

Pathogenbehandlung mit dem Gerstenmehltaupilz.

3.3.1 Bestimmung der PEN2-Aggregation in Abh&ngigkeit von PEN3

Der ABC-Transporter PEN3 unterliegt ebenfalls der pathogen-induzierten Zellpolarisation, ist
jedoch im Unterschied zum PEN2-Protein plasmamembran-lokalisiert. Mit Hilfe von doppelt
transgenen Linien sollte das Akkumulationsverhalten der beiden Proteine analysiert werden.
In Abbildung 3.40A und 3.40B sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der doppelt
transgenen PEN2-RFP- und PEN3-GFP-Linie nach Pathogenbehandlung dargestellt. Beim
Vergleich der beiden Abbildungen fallt auf, dass die Akkumulation von PEN3-GFP in der
Membran und die der PEN2-RFP-Aggregate an der Membran zeitlich nicht streng
miteinander korrelieren. Wahrend eine deutliche Fluoreszenzintensivierung von PEN3-GFP
unterhalb des pilzlichen Appressoriums zu erkennen ist, akkumulieren nur wenige
PEN2-RFP-Aggregate in diesem Bereich (Abb. 3.40A). Im Gegensatz dazu ist die
PEN3-GFP-Proteinabundanz am haustoriellen Kragen in Abbildung 3.40B nicht signifikant
erhoht, allerdings kann hier eine deutliche PEN2-RFP-Aggregation beobachtet werden
(siehe Pfeile in Abb. 3.40A und 3.40B). Es missen dennoch weitere Untersuchungen
durchgefihrt werden, um den zeitlichen Verlauf der Akkumulation der beiden
Fusionsproteine an der Penetrationsstelle zu bestimmen. Diese Analysen kdnnten im
Folgenden Aufschluss dariiber geben, inwieweit die pathogen-induzierte Zellpolarisation von
PEN3 und PEN2 an der Invasionsstelle miteinander korrelieren.

Durch Transformation der Doppelmutante pen3-1 pen2-3 mit dem PEN2-RFP-Konstrukt
konnte gezeigt werden, dass die Anreicherung von PEN2-RFP-Aggregaten an Orten der
versuchten Invasion nicht von PEN3 abhangig ist (Abb. 3.40C). Wie in den

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.40C zu erkennen ist, akkumulieren
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die Aggregate direkt unterhalb des Appressoriums. Aufgrund dessen kann eine Beteiligung

von PEN3 an der PEN2-vermittelten Aggregation ausgeschlossen werden.

PEN3-GFP

PEN3-GFP

b 4
Hellfeld

Abb. 3.40: PEN3 hat keinen Einfluss auf die Akkumulation der PEN2-RFP-Aggregate.

(A) Abgebildet ist eine fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahme, bzw. (B) die Maximalprojektion einer Z-Serie
der doppelt transgenen Linie PEN2-RFP und PEN3-GFP (24 hpi Bgh). Die Pfeile weisen auf die Kolokalisation
der beiden Fusionsproteine unterhalb des pilzlichen Appressoriums hin.

(C) Die Einzelaufnahme zeigt die Bildung von PEN2-RFP-Aggregaten in der Doppelmutante pen3-1 pen2-3 an
der Penetrationsstelle 20 Stunden nach Inokulation mit Bgh. Ap, Appressorium; Ha, Haustorium.
MaRstabsbalken = 10 um.
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3.3.2 Untersuchungen zur PEN4-Lokalisation nach Pathogenbehandlung

Im Unterschied zum PEN3-Protein scheint eine Korrelation in der
Fluoreszenzintensitatszunahme der Phytochelatin-Synthase PEN4 und PEN2 unterhalb des
pilzlichen Appressoriums zu bestehen. Das RFP-PEN4-Fusionsprotein, welches unter der
Kontrolle des 35S-Promotors exprimiert wurde, ist in unbehandelten Epidermiszellen
ausschliefllich im Cytoplasma lokalisiert und weist keine Assoziation mit PEN2-GFP-
markierten Organellen auf (Abb. 3.41A). Nach Inokulation kann allerdings eine
Kolokalisation des RFP-PEN4-Proteins mit PEN2-GFP-Aggregaten festgestellt werden (Abb.
3.41B). In Abbildung 3.41B ist deutlich zu erkennen, dass die beiden Fusionsproteine nur in
den rundlichen Aggregatstrukturen, jedoch nicht generell in der Membran von Mitochondrien
bzw. Peroxisomen kolokalisieren (siehe Pfeile in Abb. 3.41C). Demnach handelt es sich bei
den zuvor beschriebenen PEN2-GFP-Aggregaten vermutlich um Komplexe aus PEN4 und
PEN2-Homooligomeren. Inwieweit PEN4 ebenfalls Homooligomere bildet, die zur
Ausbildung der Aggregate beitragen, muss noch naher untersucht werden. Zusatzlich muss
geklart werden, ob die Phytochelatin-Synthase generell essentiell flir die Aggregatbildung
ist. Nach der Transformation der pen2-1-Mutante mit dem RFP-PEN4-Konstrukt konnte
gezeigt werden, dass RFP-PEN4 noch immer Aggregate unterhalb des pilzlichen
Appressoriums ausbildet. Somit ist die pathogen-induzierte Aggregation von PEN4
unabhangig von PEN2 (Abb. 3.41D). Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten von Shauna
Somervilles Arbeitsgruppe (University of California at Berkeley, Energy Biosciences Institute,
USA) uberein, wonach RFP-PEN4 in rundlichen Strukturen an der Penetrationsstelle in
pen2-Mutanten akkumuliert, bzw. in doppelt transgenen Linien mit PEN2-GFP nach
Pathogenbehandlung kolokalisiert (Kian Hématy, persénliche Kommunikation).

In weiteren Experimenten sollte zusatzlich geklart werden, ob PEN2 und PEN4 direkt
miteinander interagieren koénnen, was jedoch mit Hilfe des Split-Ubiquitin-Systems nicht
bestatigt werden konnte (Christine Klapprodt, eigene Arbeitsgruppe, personliche Mitteilung).
Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass mindestens noch ein weiteres
Protein Bestandteil bzw. Induktor  der PEN2/PEN4-Aggregate an der
Pathogeninvasionsstelle sein muss. Trotz intensiver Bemihungen konnte bisher keine
weitere Komponente mittels Yeast Two-Hybrid-Screens und
Koimmunoprazipitationsexperimenten indentifiziert werden, die moglicherweise mit PEN2
interagiert (Christine Klapprodt, persénliche Mitteilung; Daten nicht gezeigt). Allerdings
konnte in den letzten Jahren die Cytochrom-P450-Monooxygenase CYP81F2 als eine
weitere Komponente des PEN2-vermittelten Resistenzmechanismus identifiziert werden
(Bednarek et al., 2009).
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PEN2-GFP

PEN2-GFP

Abb. 3.41: RFP-PEN4 ist Bestandteil der PEN2-GFP-Aggregate.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von (A) unbehandelten und (B, C) pathogen-
behandelten Epidermiszellen doppelt transgener PEN2-GFP- und RFP-PEN4-Linien (20 hpi Bgh).

(D) Die Einzelaufnahme zeigt die Bildung von RFP-PEN4-Aggregaten in der pen2-1-Mutante an der
Penetrationsstelle 20 Stunden nach Inokulation mit dem Gerstenmehltaupilz. Die Pfeile weisen auf das Fehlen

des RFP-PEN4-Signals in der Peripherie von PEN2-GFP-assoziierten Membranen hin. Ap, Appressorium.
MaRstabsbalken = 10 um.
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3.3.3 Mikroskopische und molekularbiologische Analysen von CYP81F2

Um die Hypothese zu Uberprifen, ob die Monooxygenase CYP81F2 ein weiterer Bestandteil
der PEN2/PEN4-Aggregate ist und somit zur Ausbildung eines pathogen-induzierten
Multienzymkomplexes  beitragt, der daruber hinaus einer pathogen-induzierten
Zellpolarisation unterliegt, wurden weitere transgene Markerlinien erzeugt. So wurde
zundchst die cyp81F2-2-Mutante mit dem Fusionskonstrukt CYP81F2-RFP unter der
Kontrolle des endogenen CYP81F2-Promotors (Pcypsir2) transformiert, um die subzellulare
Lokalisation der Monooxygenase zu untersuchen. Wie in Abbildung 3.42A zu erkennen ist,
konnte zunachst in keiner der transgenen Linien ein Fluoreszenzsignal in Epidermiszellen
detektiert werden. Erst nach Inokulation mit Bgh konnte eine zellautomone Expression des
Fusionskonstrukts in  den Epidermiszellen beobachtet werden, die einem
Pathogeninvasionsversuch ausgesetzt waren (Abb. 3.42B). Aufgrund der netzwerkartigen
Struktur des Fluoreszenzsignals wurde eine ER-Lokalisation des Enzyms vermutet. Diese
konnte durch die stabile Transformation der CYP81F2-RFP-Linie mit einem ER-lokalisierten,
CFP-markierten Fusionsprotein bestatigt werden (Nelson et al., 2007; Abb. 3.42C). Anhand
von Abbildung 3.42C ist die Kolokalisation der beiden Fluoreszenzsignale deutlich
erkennbar. Allerdings kann aufgrund des beschrankten Auflésungsvermodgens des
konfokalen Fluoreszenzmikroskops nicht genau bestimmt werden, ob das CYP81F2-RFP-

Protein im CFP-markierten ER-Lumen oder an der Membran lokalisiert ist.
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Abb. 3.42: Die CYP81F2-Monooxygenase ist ein ER-lokalisiertes Protein.

Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen von (A) unbehandelten und (B) pathogen-
behandelten Epidermiszellen transgener CYP81F2-RFP-Pflanzen (18 hpi Bgh). (C) Die Einzelaufnahme zeigt die
Kolokalisation des CYP81F2-RFP-Fluoreszenzsignals mit dem des CFP-markierten ER in einer doppelt
transgenen Linien 18 Stunden nach Inokulation mit Bgh. Ap, Appressorium. MaRstabsbalken = 10 pm.

Dass das CYP81F2-RFP-Fusionsprotein definitiv nicht Bestandteil der PEN2/PEN4-
Aggregate ist, konnte durch Kreuzung der beiden Reporterlinien cyp81f2-2
(Pcypsir2::CYP81F2-RFP) #5-5 und pen2-1 (Ppen2::PEN2-GFP) #62-2 eindeutig demonstriert
werden. Wie die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 3.43 zeigen, kann
zwar eine Uberlagerung der beiden Fluoreszenzsignale unterhalb des pilzlichen
Appressoriums festgestellt werden, allerdings unterscheidet sich die Struktur der beiden
Signale deutlich voneinander. Daher ist davon auszugehen, dass es sich nicht um eine

wirkliche Kolokalisation der beiden Proteine handelt, sondern um eine Signaliberlagerung
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aufgrund der raumlichen Nahe der beiden Organellen in der konfokalen Aufnahme. Somit ist
das Protein CYP81F2-RFP ausschlief3lich ER-lokalisiert.

PEN2-GFP

PEN2-GFP

Abb. 3.43: CYP81F2-RFP ist nicht Bestandteil der PEN2-GFP-Aggregate.
Abgebildet sind fluoreszenzmikroskopische Einzelaufnahmen (A und B) der doppelt transgenen PEN2-GFP- und
CYP81F2-RFP-Linie (23 hpi Bgh). Ap, Appressorium. Maf3stabsbalken = 10 um.

Inwiefern das Fusionsprotein den cyp8lF2-Phanotyp komplementieren kann, wurde in
vergleichenden Analysen der Invasions- und Zelltodraten nach Pathogenbehandlung
untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Penetrationsraten und
Zelltodreaktionen der transgenen CYP81F2-RFP-Linien denen des Wildtyps entsprechen
(Abb. 3.44). Im Gegensatz zu Wildtyppflanzen weisen die beiden Mutanten pen2-2 und
cyp81F2-2 sowohl eine deutlich erhohte Invasionshaufigkeit, als auch eine hdhere
Zelltodreaktion auf. Aufgrund der Komplementationseigenschaft des CYP81F2-RFP-
Proteins ist daher anzunehmen, dass die zuvor beschriebene ER-Lokalisation der

Monooxygenase dem des nativen Proteins entspricht.
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Abb. 3.44: Das CYP81F2-RFP-Fusionsprotein komplementiert den cyp81F2-Phanotyp.

Abgebildet ist die vergleichende Analyse der Invasions- und Zelltodraten Bgh-inokulierter Wildtyppflanzen, pen2-
bzw. cyp81F2-Mutanten und transgener CYP81F-RFP-Linien (72 Stunden nach Inokulation). Pro Linie wurden
drei Blatter mit je 100 Interaktionsstellen ausgezahlt und in zwei unabhangigen Experimenten wiederholt. Die
Sterne geben den signifikanten Unterschied der Invasions- und Zelltodraten zu Wildtyppflanzen an (*P < 0,05;
**P < 0,005).

Durch die vorherigen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen konnte nicht nur die
Lokalisation des CYP81F2-Proteins bestimmt, sondern auch demonstriert werden, dass das
Fusionsprotein erst 18 Stunden nach Inokulation mit Bgh ausreichend detektierbar war.
Durch Bestimmung der Transkriptionslevel des CYP81F2-Gens und der Proteinabundanz
des CYP81F2-RFP-Reporterproteins sollte geklart werden, inwiefern die Fluoreszenz-
Intensivierung moglicherweise auf eine transkriptionelle oder post-translationelle Regulation
zurtickzufiihren ist. Mit Hilfe von semiquantitativen RT-PCR-Analysen wurde zunachst die
Transkriptmenge in  Wildtyppflanzen zu  unterschiedlichen  Zeitpunkten  nach
Pathogenbehandlung untersucht. Wie die Ergebnisse in Abbildung 3.45A zeigen, steigen die
CYP81F2-Transkriptlevel im Laufe der Zeit an und sind 18 und 24 Stunden nach Inokulation
deutlich erhéht. Analog dazu ist die Transkriptmenge fir das PR1-Gen (,pathogenesis-
related gene 1“), welches als positive Kontrolle verwendet wurde, ebenfalls zu beiden
Zeitpunkten signifikant erhoht. Im Gegensatz zum CYP81F2 bleibt die Transkription des
PEN2-Gens 18 Stunden nach Behandlung konstant und nimmt erst zum 24-
Stundenzeitpunkt zu. Allerdings ist im Unterschied zur Monooxygenase ein deutliches
PEN2-PCR-Produkt bereits in der unbehandelten Probe im Agarosegel sichtbar (Abb.
3.45A). Somit wird PEN2 auch in unbehandelten Pflanzen in ausreichenden Mengen

transkribiert. Dass diese Unterschiede nicht auf eine ungleichmalige Beladung des Gels
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zurtckzufiihren sind, konnte durch die gleich bleibende Bandenintensitat des UBQ10-PCR-
Produkts (,polyubiquitin 10“) belegt werden. Diese Ergebnisse implizieren, dass die
Expression der Gene CYP81F2 und PEN2 pathogen-induziert ist. Aufgrund ihres
abweichenden Transkriptionsverhaltens ist jedoch anzunehmen, dass sie sich in ihrer
Regulation unterscheiden.

In Western-Blot-Analysen wurde im Folgenden die Pathogeninduktion der CYP81F2-RFP-
Proteinabundanz mit Hilfe der Reporterlinie cyp81F2-2 (Pcypsir2::CYP81F2-RFP) #5-5
untersucht. Wie der Immunoblot in Abbildung 3.45B zeigt, ist die CYP81F2-RFP-
Proteinkonzentration 18 Stunden nach Inokulation mit Bgh stark erhoht und fallt 48 Stunden
spater wieder auf die Ausgangsmenge zuriick. Eine Anderung der Proteinkonzentration
konnte in unbehandelten Pflanzen hingegen nicht beobachtet werden. Interessanterweise
entspricht die zeitliche Zunahme der Fusionsproteinmenge in transgenen Pflanzen dem
zeitlichen Anstieg der Transkription des CYP81F2-Gens in Wildtyppflanzen nach
Pathogenbehandlung. Daher kann angenommen werden, dass die Transkription in der
Reporterlinie ebenfalls in den ersten 24 Stunden der Abwehrreaktion induziert ist, was
wiederum zu einer Erhdhung der CYP81F2-RFP-Proteinabundanz gefuhrt hat. Im Vergleich
zur Proteinmenge der Monooxygenase in der Reporterlinie konnte keine signifikante
Anderung in der Proteinkonzentration von PEN2, 18 oder 24 Stunden nach Inokulation mit
Bgh festgestellt werden. Dieses Ergebnis entspricht damit den zuvor gewonnenen Daten,
wonach keine Anderung der PEN2-Konzentration im Laufe der Pathogenabwehr in Wildtyp-
oder transgenen PEN2-GFP-Pflanzen beobachtet werden konnte (siehe Abb. 3.45B und
Abb. 3.8). Ein Anstieg der Transkriptmenge, wie sie 24 Stunden nach Inokulation mit Bgh in
den PCR-Analysen flir PEN2 festgestellt werden konnte, fiihrt somit nicht zwangslaufig zu
einer Zunahme der Proteinabundanz. Aufgrund der Ergebnisse der semiquantitativen
RT-PCR und Western-Blot-Analysen ist daher anzunehmen, dass die CYP81F2-
Proteinmenge scheinbar transkriptionell reguliert wird, wahrend die PEN2-Konzentration
moglicherweise durch post-translationelle Mechanismen nach Pathogenbehandlung
konstant gehalten wird. Allerdings muss diese Hypothese durch vertiefende Untersuchungen

mittels RT-PCR und Western-Blot-Analysen derselben Proben bestatigt werden.
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Abb. 3.45: Die Transkriptlevel von CYP81F2 in Wildtyppflanzen und die CYP81F2-RFP-
Proteinkonzentration in transgenen Pflanzen sind 18 und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung deutlich
erhoht.

(A) Abgebildet ist ein 1 %iges Agarosegel, in dem jeweils 10 pl der verschieden semiquantitativen RT-PCR-
Reaktionsansatze analysiert wurden.

(B) Jeweils 30 pg Proteinisolat wurden in einem 10 %igen SDS-Polyacryamidgel aufgetrennt und mittels
Elektroblot auf eine PVDF-Membran Ubertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit Hilfe eines RFP-
spezifischen Antikorpers (1:10000 verdinnt) und PEN2-spezifischen Antikorpers (1:10000 verdiinnt). Am rechten
Rand sind die molekularen Massen der Markerproteine angegeben. Im unteren Teil ist die Coomassiefarbung
des Gesamtproteins dargestellt. Das Experiment wurde dreimal wiederholt. CBB, Coomassie-Brilliant-Blau. t, Zeit
in Stunden.

Abschieflend kann festgehalten werden, dass mit Hilfe des CYP81F2-RFP-Proteins die
subzelluldre Lokalisation der Monooxygenase als ER-lokalisiertes Protein identifiziert
werden konnte. Zudem wurde durch die vergleichende Analyse der Invasions- und
Zelltodraten gezeigt, dass die Reporterlinien den cyp81lF2-Phanotyp komplementieren
kénnen und damit die Funktionalitdt des Fusionsproteins unterstreichen. Au3erdem konnte
gezeigt werden, dass die Proteinabundanz des Substrat produzierenden Enzyms CYP81F2
nach Pathogenbehandlung vermutlich transkriptionell erhdht wird, wahrend die
Konzentration des spaltenden Enzyms PENZ2 posttranslationell konstant gehalten wird.
Somit kann eine unterschiedliche Regulation der beiden Proteine in der Pathogenabwehr

angenommen werden.
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4. Diskussion

4.1 Akkumulation von PEN2 an der Pathogen-Interaktionsstelle

Die atypische Myrosinase PEN2 ist eine molekulare Komponente der Nichtwirtsresistenz
von Arabidopsis gegenlber nicht-adaptierten Pathogenen. Durch die Expression
funktionaler PEN2-GFP-Fusionsproteine konnten Lipka et al. (2005) eine fokale
Akkumulation von PEN2-GFP-assoziierten Membrankompartimenten an der versuchten
Invasionsstelle des Gerstenmehltaupilzes Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) nachweisen.
Neben den inkompatiblen Mehltaupilzisolaten Bgh und E. pisi konnte in der vorliegenden
Arbeit ebenfalls eine Anreicherung der Kompartimente an der Penetrationsstelle von
virulenten Mehltaupilzen wie Erysiphe cruciferarum, Golovinomyces cichoracearum und
Golovinomyces orontii beobachtet werden (Abb. 3.1; Daten teilweise nicht gezeigt). Somit
kann kein Unterschied zwischen kompatiblen und inkompatiblen Mehltaupilzen bezlglich
der Relokalisation des PENZ2-assoziierten Membrankompartiments in der prainvasiven
Resistenz festgestellt werden. Daher ist die Zellpolarisation des PEN2-Proteins als Teil der
PAMP-induzierten Immunisierung (PTI) in kompatiblen Interaktionen offensichtlich nicht von
der effektor-induzierten Suszeptibilitdt (ETS) betroffen. Inwieweit pathogene Effektoren
moglicherweise die Aktivitdt der Myrosinase beeinflussen oder das freigesetzte Aglycon
detoxifizieren, ist bislang nicht geklart. Wie die Arbeiten von Lipka et al. (2005) und Stein et
al. (2006) allerdings gezeigt haben, scheint die potentielle Suppression durch pilzliche
Effektoren nicht zu einer vollstandigen Inhibierung des Abwehrmechanismus zu fihren, da
PEN2 als Teil der Basalen Resistenz der Pflanze gegenliber kompatiblen Mehltaupilzen
identifiziert werden konnte.

In weiteren fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnte zudem gezeigt werden, dass
PEN2-GFP ebenfalls an der Interaktionstelle nach Behandlung mit weiteren phytopathogen
Pilzen akkumuliert. So wurde nachgewiesen, dass die Abundanz des Fusionsproteins
unterhalb des Appressoriums des hemibiotrophen Pilzes Colletotrichum higginsianum
ebenfalls signifikant erhoht war (Abb. 3.1). Zusatzlich konnten Hiruma et al. (2010) eine
Akkumulation an der versuchten Invasionsstelle des nicht-adaptieren Pilzes Colletotrichum
gloeosporioides demonstrieren und eine Funktion des PEN2-Proteins in der
Nichtwirtsresistenz gegenuber inkompatiblen Colletotrichum Spezies feststellen. Aulierdem
wurde in der vorliegenden Arbeit dokumentiert, dass es zur Anreicherung der PEN2-GFP-

assoziierten Kompartimente in der Interaktion mit dem nekrotrophen Pilz Botrytis cinerea
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kommt (Abb. 3.1). Fir einen weiteren nekrotrophen Pilz, Plectosphaerella cucumerina,
konnten Lipka et al. (2005) die Bedeutung von PEN2 flr die Abwehr des Nekrotrophs bereits
zeigen.

Interessanterweise scheint dieses Phanomen der zielgerichteten Akkumulation des
Fusionsproteins nicht nur auf die Abwehrreaktion von Pilzen beschrankt zu sein, sondern
kann auch in der pflanzlichen Abwehr des Oomyceten Phytophthora capsici beobachtet
werden (Abb. 3.1). Eine Beteiligung von PEN2 an der Nichtwirtsresistenz gegentiber den
Oomyceten Phytophthora infestans und Phytophthora brassicae konnte zudem bereits
demonstriert werden (Lipka et al., 2005; Schlaeppi et al., 2010).

Aufgrund der Ergebnisse der fluoreszenzmikroskopischen Analysen kann davon
ausgegangen werden, dass die fokale Akkumulation der PEN2-GFP-assoziierten
Membrankompartimente einen universellen Mechanismus der prainvasinen Resistenz
gegeniuber einer Vielzahl unterschiedlicher Pathogene darstellt. Diese Hypothese wird
zusatzlich durch die Arbeiten anderer Arbeitsgruppen bestarkt, in denen eine Funktion von
PEN2 fur die Resistenz gegenuber adaptierten und nicht-adaptierten Pathogenen
nachgewiesen werden konnte (Lipka et al., 2005; Stein et al., 2006; Hiruma et al., 2010;
Schlaeppi et al., 2010). Welche Faktoren fur die zielgerichtete Reorganisation der PEN2-
Kompartimente verantwortlich sind, ist nicht bekannt. Wie bereits in der Einleitung erwahnt,
konnten Gus-Mayer et al. (1998) und Hardham et al. (2008) nachweisen, dass allein durch
mechanische Stimulation eine Zellpolarisation ausgeldst werden kann. Ob dieser Stimulus
ebenfalls ausreichend fir die Polarisation von PEN2 ist oder méglicherweise zusatzlich von
der Perzeption von PAMPs abhangt, muss noch durch fluoreszenzmikroskopische Analysen
der PEN2-GFP-Reporterlinie nach mechanischer Stimulation mit und ohne PAMP-
Applikation untersucht werden. Auflierdem gilt es zu klaren, inwieweit das pflanzliche
Cytoskelett am Transport der PEN2-GFP-assoziierten Kompartimente involviert ist. In
vorlaufigen Experimenten konnte allerdings kein signifikanter Einfluss auf die fokale
Akkumulation des Fusionsproteins an Pathogen-Interaktionsstellen nach Behandlung mit
Cytochalasin E festgestellt werden. Nach unveroffentlichten Ergebnissen von W. Underwood
und S.C. Somerville beeinflusst der Actin-Polymerisations-Inhibitor Cytochalasin E die fokale
Akkumulation von PEN1 ebenfalls nicht, jedoch die von PEN3. Somit scheint die pathogen-
induzierte Translokation von PEN1 und PEN2 sich vom Actin-abhangigen Transport von
PEN3 deutlich zu unterscheiden. Diese Hypothese wird zusatzlich durch die
fluoreszenzmikroskopischen Analysen von doppelt transgenen PEN3-GFP und PEN2-RFP
Pflanzen gestitzt, in denen keine zeitlich streng miteinander korrelierende Akkumulation des
ABC-Transporters in der Membran und der Myrosinase an der Membran beobachtet werden
konnte (Abb. 3.40A und 3.40B). Inwiefern nun Mikrotubuli verantwortlich fir die

Reorganisation nach Pathogenbehandlung von PEN1 und PEN2 sind, bedarf weiterer
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mikroskopischer ~ Untersuchungen von PEN1- und PEN2-Reporterlinien nach
pharmakologischer Behandlung mit Inhibitoren, welche spezifisch die Polymerisation bzw.
Depolymerisation der Mikrotubuli-Untereinheiten verhindern.

Neben der von Lipka et al. (2005) beschriebenen fokalen Akkumulation der PEN2-GFP-
assoziierten Membrankompartimente konnte in Zeitverlaufsexperimenten im Rahmen dieser
Arbeit eine deutliche Intensitatszunahme des Fluoreszenzsignals an der versuchten
Invasionsstelle beobachtet werden, die nicht auf eine vermehrte Ansammlung der
Kompartimente zurickzufihren war. Mit Hilfe von Detailaufnahmen konnte gezeigt werden,
dass diese Fluoreszenzintensivierung durch Bildung von rundlichen Strukturen von 0,6 bis
1,2 uym GroéBe hervorgerufen wurde, die sich in ihrer Intensitdit von der des
Membrankompartiments deutlich unterschieden (Abb. 3.2 und 3.3). Diese als PEN2-GFP-
Aggregate bezeichneten Strukturen entstehen in der Peripherie des myrosinase-assoziierten
Kompartiments und nehmen im Laufe der Pathogenabwehr nicht nur in ihrer Grée, sondern
auch in ihrer Anzahl zu. AuRerdem konnte mit Hilfe von transgenen pen2 pen3-
Doppelmutanten gezeigt werden, dass die Aggregatbildung des Fusionsproteins dabei
unabhangig vom ABC-Transporter PEN3 verlauft (Abb. 3.40C). Des Weiteren sind diese
Aggregate in der Regel ausschlieldlich an der Pathogen-Interaktionsstelle lokalisiert und
nicht weiter mobil. Der Grund flr die Immobilisierung ist nicht nadher bekannt, allerdings
weisen Plasmolyse-Experimente auf eine stabile Interaktion der PEN2-GFP-Aggregate oder
des PEN2-GFP-assoziierten Kompartiments mit der Plasmamembran hin (Abb. 3.5). So
konnte durch die Verwendung einer doppelt transgenen Linie, die neben PEN2-GFP
zusatzlich ein RFP-markiertes Plasmamembranprotein exprimiert, gezeigt werden, dass die
Aggregate zusammen mit Teilen der Plasmamembran unterhalb des pilzlichen
Appressoriums zurlckblieben, wahrend sich der Protoplast weiter zusammen gezogen hat.
Das Zusammenziehen des Protoplasten musste, wenn nicht eine stabile Interaktion der
Aggregate oder des Kompartiments mit der Membran vorliegen wirde, zur Abldsung dieser
Strukturen von der Plasmamembran fiihren. Aufgrund der unzureichenden Detailscharfe der
mikroskopischen Aufnahmen konnte bisher nicht genau geklart werden, ob die PEN2-GFP-
Aggregate direkt mit der Plasmamembran interagieren und somit selbst fir die Anhaftung
verantwortlich sind, oder eine Interaktion zwischen den Membrankompartimenten und der
Plasmamembran besteht.

Zusatzlich zur Lokalisation der Aggregate an der versuchten Invasionsstelle konnten diese
Strukturen auch nach einer erfolgreichen Penetration am haustoriellen Kragen bzw.
Komplex beobachtet werden (Abb. 3.4). Inwiefern die PEN2-GFP-Aggregate in der
postinvasiven Abwehr ebenfalls am haustoriellen Komplex gebildet werden oder ob sie
bereits vor der eigentlichen Penetration vorhanden waren, und erst durch die Entwicklung

des Haustoriums ins Zelleninnere verschoben wurden, muss noch in weiteren
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Zeitverlaufsexperimenten geklart werden. Allerdings scheint das beschriebene duale
Verteilungsmuster der Aggregate (die Lokalisation am Kragen und an der Spitze des
Haustoriums) unter Berlcksichtigung einer stabilen Interaktion mit der Plasmamembran eher
fur ein Vorhandensein der Aggregate vor der eigentlichen Entwicklung des haustoriellen
Komplexes zu sprechen.

Neben der Akkumulation dieser Strukturen unterhalb des pilzlichen Appressoriums oder
Haustoriums konnte wiederholt eine Aggregatbildung am primaren Keimschlauch des
Gerstenmehltaupilzes festgestellt werden (Abb. 3.7). Inwieweit diese pilzliche Struktur einen
mechanischen Stimulus auslost und/oder PAMPs bzw. DAMPs frei setzt, was dann zur
Bildung der Aggregatstrukturen am primaren Keimschlauch fiihren wiirde, ist bisher nicht
bekannt. Wie zuvor beschrieben kann durch rein mechanische Stimulation der
Zelloberflache eine Zellpolarisation ausgelost werden, die unter anderem eine
Reorganisation des Cytoskeletts und Aggregation des Cytoplasmas bewirkt (Gus-Mayer et
al.,, 1998; Hardham et al., 2008). Dartber hinaus wurde eine fokale Akkumulation von
PEN3-GFP nach Applikation der PAMPs FIg22 und Chitin auch ohne mechanischen Reiz
beobachtet (W. Underwood, personliche Kommunikation). Inwiefern eine mechanische
Stimulation bzw. die alleinige Perzeption von PAMPs ausreichend fur die fokale
Akkumulation der PEN2-GFP-Aggregate ist, oder ob hierfur eine Kombination beider Stimuli
bendtigt wird, ist wie bereits erwahnt nicht genau bekannt und muss durch die oben
vorgeschlagen Experimente untersucht werden. In vorlaufigen Experimenten konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass eine Infiltration von Chitin oder FIg22 nicht zur Aggregation des
Fusionsproteins fiihrt (Daten nicht gezeigt). Auch ein alleiniger direkter, mechanischer Reiz
scheint ebenfalls nicht verantwortlich fiir die Aggregatbildung zu sein, da wiederholt eine
Aggregation von PEN2-GFP in benachbarten Zellen beobachtet werden konnte, die nicht
dem mechanischen Druck des Appressoriums ausgesetzt waren. In diesen Nachbarzellen
wurde zusatzlich eine zielgerichtete Ansammlung von PEN2-GFP-Aggregaten zur
attackierten Zelle hin festgestellt (Abb. 3.6). Diese zelllibergreifende Polarisation ist kein
unbekanntes Pha&nomen, da sie bereits bei der Papillenbildung und der fokalen
Akkumulation von PEN1 und PEN3 nachgewiesen werden konnte (Assaad et al., 2004;
Underwood und Somerville, 2008; Kwon et al., 2008b). So wurde eine Ringstrukturbildung
von GFP-PEN1 bzw. PEN3-GFP an der versuchten Invasionstelle beobachtet, die je nach
Position die Zellgrenze der attackierten Zelle Uberschritt, ohne ihre kreisférmige Struktur
dabei zu unterbrechen. Die molekularen Mechanismen fur dieses Phanomen sind bislang
nicht identifiziert worden. Es wird jedoch vermutet, dass durch die Perzeption des Pathogens
eine Signaltransduktion ausgel6st wird, die zur Entstehung einer neuen Doméane in der
Plasmamembran fuhrt, welche wiederum in ihrer Funktionsweise der der Immunologischen

Synapse von T-Zellen in Vertebraten entspricht (zusammengefasst in Kwon et al., 2008b).
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Als Immunologische Synapse wird die Kontaktstelle zwischen einer T-Zelle und einer
antigen-prasentierenden Zelle bezeichnet, an der es unter anderem zu vermehrten
Exocytoseprozessen und zur Reorganisation des Cytoskeletts kommt. Weiterhin
kennzeichnend flr die Interaktionstelle der beiden Zellen ist die Ausbildung einer
ringférmigen Struktur, welche auch als Bullauge (,bulls-eye®) bekannt ist (zusammengefasst
in Kwon et al., 2008b). Wie von Kwon et al. (2008b) diskutiert, ahnelt die Bullaugen-Struktur
der der PEN1- und PEN3-Ringstruktur. Darlber hinaus finden an der pflanzlichen Pathogen-
Interaktionsstelle ebenfalls Exocytoseprozesse und eine Reorganisation des Cytoskeletts
statt, woraufhin Kwon und Kollegen (2008b) einen Vergleich zwischen der Immunolgischen
Synapse und der Pflanze-Pathogen-Kontaktstelle gezogen haben. Inwieweit die Ausbildung
einer zellibergreifenden Bullaugen-Struktur in der Plasmamembran Einfluss auf die
PEN2-GFP-Aggregation in attackierten und benachbarten Zellen besitzt, ist bisher nicht
bekannt. Allerdings steht fest, dass die Perzeption von PAMPs zwar ausreichend fiir die
Formation der Bullaugen-Struktur ist, welche zur beschriebenen ringférmigen Akkumulation
von PEN3-GFP in der Membran fuhrt, jedoch nicht hinreichend genug fur die PEN2-
Aggregation ist (W. Underwood, personliche Kommunikation; Daten nicht gezeigt). Daher
kann angenommen werden, dass neben der Ausbildung der Immunolgischen Synapse in
Pflanzen ein anderer oder zusatzlicher Mechanismus zur Aggregatbildung der Myrosinase
betragt und dass dieser nicht durch die alleinige Perzeption von Chitin oder FIg22 induziert
wird. Dieser noch unbekannte Mechanismus wird erst nach Perzeption eines Pathogens
ausgeldst und fuhrt moglicherweise zur Freisetzung eines diffusiblen Signals, welches tber
Plasmodesmata in angrenzende Zellen gelangt und dort ebenfalls die PEN2-GFP-
Aggregation induziert. Dieses diffusible Signal wiirde auch die zuvor beschriebene
zeitgleiche Bildung von PEN2-GFP-Aggregaten an zwei unterschiedlichen Stellen erklaren.
Ein weiteres diffusibles Signal kénnte der Grund fir die beobachtete synchrone Dissoziation
der Aggregate in zwei benachbarten Zellen sein. Die zeitgleiche Auflésung der Strukturen an
zwei unterschiedlichen Stellen konnte zwar bisher nur einmal beobachtet werden, hingegen
wurde eine Dissoziation der PEN2-GFP-Aggregate an der Penetrationsstelle innerhalb
mehrerer Minuten bis zu einer Stunde wiederholt festgestellt (Daten nicht gezeigt). Aufgrund
dessen ist anzunehmen, dass die Auflésung dieser Strukturen ein aktiver Prozess der
Pflanzenzelle ist, welcher moglicherweise dann ausgeldst wird, wenn das Pathogen
erfolgreich gestoppt worden ist und eine PEN2-vermittelte prainvasive Abwehr nicht langer
bendtigt wird. Im Falle einer erfolgreichen Penetration hingegen bleiben die PEN2-GFP-
Aggregate so lange am haustoriellen Komplex erhalten, bis auch hier die weitere
Entwicklung des Pathogens vollstandig gestoppt wird.

Mit Hilfe von Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass die Aggregatbildung oder

deren Dissoziation nicht durch eine Neusynthese bzw. Degradation des Fusionsproteins
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bedingt ist. Sowohl die Proteinmenge des nativen PEN2-Proteins als auch die des
Fusionsproteins, die im Ubrigen gleich stark konzentriert waren, blieben im Lauf der
Pathogenabwehr im gesamten Blattmaterial konstant (Abb. 3.8). Diese Ergebnisse
demonstrieren zum Einen, dass die PEN2-GFP-Reporterlinie das Verhalten der nativen
Myrosinase widerspiegelt und zum Anderen, dass keine pathogen-induzierte Zunahme der
PEN2-Proteinabundanz vorliegt. Wie schon im Ergebnisteil angedeutet, kdnnte demnach
eine Relokalisation des Fusionsproteins aus dem cytoplasmatischen Pool hin zum
Membrankompartiment gebundenen Pool der Grund fir die Entstehung der
Aggregatstrukturen sein. Welcher Mechanismus fir die Verschiebung des PEN2-Pools
verantwortlich ist, ist bisher nicht geklart. Durchaus vorstellbar ware eine post-translationelle
Modifikation der Myrosinase, welche eine erhdhte Assoziation mit der Membran des
Zielkompartiments bewirkt. Alternativ dazu koénnte ein molekulares Chaperon fir die
Translokation von PEN2 verantwortlich sein. Fur einige wenige Mitglieder der Gruppe der
C-terminal verankerten Membranproteine (TA-Proteine) konnte inzwischen gezeigt werden,
dass diese durch molekulare Chaperone zu ihrem Zielort dirigiert und in die entsprechende
Membran integriert werden (zusammengefasst in Abell und Mullen, 2011). Wie bereits in der
Einleitung beschrieben wird vermutet, dass PEN2 aufgrund seiner putativen
Transmembrandomane am C-Terminus ebenfalls zur Gruppe der TA-Proteine gehdrt, was
erstmals durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegt werden konnte. Aufgrund
dessen kann spekuliert werden, dass ein pathogen-induziertes Chaperon den Transport und

die Integration von PEN2 reguliert, was folglich wiederum zur Bildung der Aggregate fuhrt.

4.2 Pathogen-induzierte Oligomerisation von PEN2

Mit Hilfe von Immunoprazipitationsexperimenten und anschlieBenden Western-Blot-
Analysen konnte demonstriert werden, dass die Myrosinase PEN2 in unbehandelten Zellen
Homodimere und in pathogen-behandelten Homooligomere bildet, die vermutlich zur
Ausbildung der zuvor beschriebenen PEN2-Aggregate beitragen.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, wurde eine Dimerisierung der beiden Fusionsproteine
PEN2-GFP und PEN2-RFP in Koimmunoprazipitationsexperimenten in vivo eindeutig
nachgewiesen (Abb. 3.10A). Zusatzlich konnte in fluoreszenzmikroskopischen Analysen
bestatigt werden, dass das funktionale PEN2-RFP-Protein die gleiche subzellulare
Lokalisation wie PEN2-GFP aufweist und ebenfalls Aggregate ausbildet (Abb. 3.10B und
3.10C). Aufgrund der beobachteten PEN2-RFP-Aggregation ist daher anzunehmen, dass
die Aggregation von PEN2-GFP nicht auf eine mégliche Dimerisierung des GFP-Proteins

zurtckzufuhren ist, sondern wahrscheinlich auf einer PEN2-PEN2-Inteaktion beruht. Diese
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Hypothese konnte durch die Arbeiten von Christine Klapprodt zusatzlich bestatigt werden, in
denen eine Dimerisierung des nativen PEN2-Proteins in Split-Ubiquitin-Experimenten
nachgewiesen werden konnte (persdnliche Kommunikation). Somit kann die Myrosinase
PEN2 sowohl im heterologen als auch im homologen System Homodimere ausbilden. Wie in
der Einleitung bereits erwahnt, konnte eine Dimerisierung von Glycosidhydrolasen schon in
anderen Pflanzenspezies beobachtet werden. So wurde beispielsweise eine Bildung von
Dimeren fur die Glycosidhydrolase CBG1 (,cyanogenic B-glucosidase 1), welche zur
Familie1-Glycosidhydrolasen (F1GH) in Trifolium repens (Weil-Klee) gehort, und fiir eine
Myrosinase aus Sinapis alba (Weilker Senf) nachgewiesen (Barrett et al., 1995; Burmeister
et al., 1997). Die Funktion der Dimerisierung ist nicht genau bekannt, allerdings wird
angenommen, dass sie moglicherweise zur Stabilisierung des Proteins betragt und der
Regulation der Enzymaktivitdt dient bzw. Einfluss auf die Substratspezifitat hat
(zusammengefasst in Kwak et al., 2009).

Neben der Dimerisierung von PEN2 wurde zusatzlich eine pathogen-induzierte
Homomerisierung des PEN2-GFP-Fusionsproteins festgestellt, die vermutlich zum
molekularen Aufbau der Aggregate beitragt (Abb. 3.11 und 3.12B). Ob noch weitere Enzyme
fur die PEN2-Aggreagtion benétigt werden oder ob dieser Prozess mdglicherweise
autokatalytisch ablauft, muss noch naher untersucht werden. In der Literatur finden sich
sowohl Beispiele fir Glycosidasen, die zur Selbstaggregation befahigt sind, als auch flr
Glycosidasen, die erst mit weiteren Proteinen hochmolekulare Komplexe ausbilden (Fieldes
und Gerhardt, 1994; Eriksson et al., 2002; Nagano et al., 2008; Kwak et al., 2009). Die
Glycosidase AsGlu1 aus Hafer (Avena sativa) bildet homomultimere Strukturen ohne die
Beteiligung weiterer Enzyme aus (Kwak et al., 2009). Im Kontrast dazu entsteht ein
Glycosidhydrolase-Komplex in Raps (Brassica napus) erst nach Interaktion einer
Myrosinase mit so genannten myrosinase-bindenden Proteinen (MBP; Eriksson et al., 2002).
Diese Interaktion, welche zur Bildung von hochmolekularen Komplexen fuhrt (250 bis 1000
kDa), kommt erst nach Verwundung der Pflanze zustande, wodurch die Kompartimentierung
der Zellen zerstort wird (Eriksson et al., 2002). Dabei tritt die Myrosinase aus spezifischen
Zellen, die auch als Idioblasten bezeichnet werden, aus. Das Enzym reagiert daraufhin mit
MBPs, die konstitutiv in den meisten Zellen vorliegen, allerdings nicht in den Idioblasten
selbst (Eriksson et al., 2002). Ein weiteres Beispiel flr eine Glycosidase, die ebenfalls nach
Verwundung mit weiteren Proteinen Multienzymkomplexe formiert, ist die in der Einleitung
vorgestellte Myrosinase PYK10 aus Arabidopsis. Diese bildet zusammen mit weiteren
Glycosidhyrolasen und mehreren JAL-Proteinen (,jacalin-related lectins®) hochmolekulare
Komplexe nach der Zerstérung der Membranstrukturen innerhalb der Zelle aus (Nagano et
al.,, 2008). Inwieweit die PEN2-Aggregation in der Peripherie des Membrankompartiments

ebenfalls durch MBPs reguliert wird, ist bisher nicht bekannt. Falls eine solche Regulation
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existiert, wirde sich daraus die Frage ergeben, wie diese beiden Proteine voneinander
getrennt, bzw. in der Pathogenabwehr zusammen gebracht werden kénnten, da im
Unterschied zur Komplexformation von PYK10 keine Aufhebung der Zellkompartimentierung
in der Pathogenabwehr von biotrophen Pilzen stattfindet. Mdéglichweise kdnnte eine
raumliche Trennung von PEN2 und einem potentiellen MBP als Interaktor durch eine
pathogen-induzierte Translokation eines myrosinase-bindenden Proteins aus einem
subzellularen Kompartiment aufgehoben werden. Da die PEN2-Aggregation ausschliellich
in der Peripherie eines Membrankompartiments und nicht im Cytoplasma stattfindet, kann
vermutet werden, dass das MBP ebenfalls mit dem Kompartiment assoziiert ist. Demnach
kdénnte das PEN2-bindende Protein im Lumen des Membrankompartiments vorliegen und
wurde erst nach Pathogenbehandlung aus dem Lumen in die Membran transportiert werden,
wodurch es zur Aufhebung der rdumlichen Trennung und zur Interaktion mit dem PEN2-
Protein kdme. Gegen diese Hypothese sprechen allerdings vorlaufige Ergebnisse aus
Verwundungsexperimenten, in denen keine Aggregation des PEN2-GFP-Fusionsproteins
nach Aufhebung der subzellularen Kompartimentierung festgestellt werden konnte (Daten
nicht gezeigt). Alternativ dazu ware eine pathogen-induzierte Expression des mit PEN2
interagierenden MBPs durchaus vorstellbar, wodurch zwar keine raumliche, aber eine
zeitliche Trennung der beiden Proteine bis zur Pathogenabwehr gewahrleistet ware.
Weiterfihrende Analysen miussen diese Hypothese allerdings noch bestatigen oder

widerlegen.

4.3 Abhangigkeit der subzellularen PEN2-Lokalisation von der

C-terminalen Extension

Wie im Abschnitt zuvor erwahnt, findet die PEN2-GFP-Aggregation erst nach
Pathogenbehandlung in der Peripherie eines Membrankompartiments statt, und ist nicht auf
eine artifizielle Eigenschaft des GFP-Proteins zurlickzufihren. Dies konnte unter anderem
durch die Expression des Deletionskonstrukts GFP-PENZ2¢m demonstriert werden, in dem
der globulare Teil von PEN2 entfernt wurde (Abb. 3.13 und 3.14). Dieses Deletionsprotein
zeigt die gleiche subzelluldre Lokalisation wie koexprimiertes PEN2-RFP, bildet aber im
Gegensatz zum vollstandigen RFP-Fusionsprotein keine Aggregate mehr aus (Abb. 3.15).
Somit konnte nicht nur gezeigt werden, dass die Aggregation vom globularen Teil abhangig
ist, sondern auch, dass die subzellulare Lokalisation durch die C-terminale Extension
bestimmt wird. Neben PEN2 konnte bereits fur weitere C-terminal verankerte Proteine (TA-
Proteine) demonstriert werden, dass der C-Terminus ausschlaggebend flr die Assoziation

mit Membrankompartimenten ist. So haben beispielsweise Mullen und Trelease (2000)
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nachgewiesen, dass die letzten 36 Aminosauren der peroxisomalen Ascorbat-Peroxidase
von Gossypium hirsutum ausreichend fur die Bestimmung der subzellularen Lokalisation des
Proteins sind. Des Weiteren konnten sie demonstrieren, dass eine Deletion der
Transmembrandomane (TMD) oder eine Verkirzung bzw. Veranderung der
Aminosauresequenz am Ende des C-Terminus Einfluss auf die Lokalisation des Proteins
hat. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit gezeigt haben, ist die putative TMD von
PEN2 ebenfalls essentiell fir die Bestimmung der subzellularen Lokalisation (Abb. 3.17D).
Dariber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass eine Verklrzung der
Aminosaurenanzahl am C-terminalen Ende ebenfalls zur Lokalisation im Cytoplasma fiihren
kann (Abb. 3.17A bis 3.17C). Wahrend die Deletion der letzten drei Aminosauren am C-
Terminus von PEN2 keinen Einfluss auf die Lokalisation hat, reduzierte die Deletion der
vierten Aminosaure die Assoziation des Fusionsproteins mit den Membrankompartimenten.
Die Deletion einer weiteren Aminosaure (K°*°) hingegen filhrte zum Verlust der Assoziation
mit dem Membrankompartiment und zur vollstdndigen Lokalisation im Cytoplasma. Aufgrund
dieser Ergebnisse kann angenommen werden, dass eine Verkirzung des C-Terminus
mdglicherweise Einfluss auf die stabile Integration der Myrosinase in der Zielmembran hat.
Interessanterweise wurde durch die Substitution der C-terminalen Aminosaure Lysin (K**)
durch Glycin ebenfalls die Assoziation des Fusionsproteins mit der Peripherie des rundlichen
Membrankompartiments aufgehoben. Im Kontrast zu den zuvor beschriebenen
Deletionsproteinen ist das Substitutionsprotein PEN2-GFP****¢ allerdings nicht im
Cytoplasma lokalisiert, sondern moglicherweise ER-assoziiert (Abb. 3.17F). Ein ahnliches
Phanomen konnten bereits Kuroda et al. (1998) flr das mitochondriale Membranprotein
Cytochrom b5 in menschlichen Zellen beobachten. Durch die Substitution einer positiv
geladenen Aminosaure im Bereich der C-terminalen Endregion durch eine ungeladene,
wurde eine Verschiebung des mitochondrialen Proteins zum ER hin festgestellt. Eine
Anderung der Lokalisation der oben beschriebenen peroxisomalen Ascorbat-Peroxidase
wurde ebenfalls nach dem Austausch von positiv geladenen Aminosauren durch
ungeladene nachgewiesen (Mullen und Trelease, 2000). Somit scheint die Ladung am Ende
des C-Terminus von TA-Proteinen fir die subzellulare Lokalisation mit entscheidend zu sein.
Inwiefern die veranderte Lokalisation des PEN2-Proteins Einfluss auf die Funktion in der
Pathogenabwehr hat, wurde in vergleichenden Analysen der Invasionsrate von Bgh auf
Wildtyppflanzen, transgenen Linien und Mutanten untersucht. Dabei konnte festgestellt
werden, dass das ER-lokalisierte Substitutionsprotein zwar Aggregate ausbildet, diese aber
im Gegensatz zu den Aggregaten, welche in der Peripherie von rundlichen
Membrankompartimenten lokalisiert sind, den pen2-Phanotyp nicht komplementieren
kdnnen (Abb. 3.18A). Warum die ER-assoziierten Aggregate nicht funktional sind, ist nicht

bekannt. Es kann allerdings spekuliert werden, dass durch die veranderte Lokalisation der
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Myrosinase moglicherweise das Substrat nicht mehr in ausreichenden Mengen zur
Verfugung steht. Alternativ dazu kénnten auch Proteine in den ER-lokalisierten Aggregaten
fehlen, die fur die Funktionalitdt eines mdglichen Multienzymkomplexes aus PEN2 und
weiteren Enzymen notwendig sind und nur in der Membran des rundlichen
Membrankompartiments vorhanden sind.

Wie das Substitutionsprotein komplementieren auch die Deletionsproteine PEN2-GFP-AC5
und PEN2-GFP-ATM den pen2-Phanotyp nicht (Abb. 3.18A). Im Kontrast zum
PEN2-GFP"****“-Protein bilden die Deletionsproteine keine Aggregate mehr aus.
Erstaunlicherweise akkumulieren diese Proteine dennoch an der versuchten Invasionsstelle
(Abb. 3.17C bis 3.17E). Dass diese Akkumulation dabei vdllig unabhangig von der
C-terminalen Extension ablauft, konnte durch das PEN2-GFP-ACterm-Protein eindeutig
demonstriert werden, in dem die C-terminale Extension vollstédndig deletiert wurde. Weiterhin
konnte durch fluoreszenzmikroskopische Analysen von doppelt transgenen Pflanzen gezeigt
werden, dass die flachige Akkumulation der Deletionsproteine nicht auf eine bloRRe
Ansammlung des Cytoplasmas, wie sie im Lauf der Zellpolarisation beobachtet werden
kann, sondern vermutlich auf die Eigenschaft der Myrosinase selbst zurlickgefihrt werden
muss. Im Unterschied zum Deletionsprotein wurde keine Fluoreszenzintensivierung des
RFP-markierten Cytoplasmas unterhalb des pilzlichen Appressoriums beobachtet (Abb.
3.19B). Mit Hilfe von Anilinblau-gefarbter Callose konnte zusatzlich demonstriert werden,
dass die Anreicherung des PEN2-GFP-ATM-Proteins auflerhalb des Symplasten und
vermutlich innerhalb der Papillen stattgefunden hat (3.19C). Dieser Befund ist insofern
interessant, da er einen Transport des Deletionsproteins aus dem Cytoplasma in den
Apoplasten impliziert. Dass diese Translokation des Fusionsproteins nicht zufallig geschieht,
sondern selektiv ablauft, wurde durch die Analyse von RFP bzw. GFP exprimierenden
Pflanzen eindeutig nachgewiesen. Freies GFP oder RFP sind wie das Deletionsprotein
ebenfalls im Cytoplasma lokalisiert, werden aber im Gegensatz zum PEN2-GFP-ATM-
Protein nicht in den Apoplasten transportiert (Abb. 3.19B und 3.19D). Ein &ahnliches
Phanomen konnten bereits Meyer et al. (2009) fir das plasmamembran-standige PEN1-
Protein beobachten. Auch im Fall des Fusionsproteins GFP-PEN1 wurde eine Integration in
die Matrix von Papillen festgestellt. Meyer et al. (2009) haben daraufhin geschlossen, dass
moglicherweise Exosomen fiir den extrazellularen Transport verantwortlich sind. Exosomen
sind 30 bis 100 nm groRRe Vesikel, die durch Endocytoseprozesse an der Zellmembran
entstehen und mit dem Endosom fusionieren. Durch anschlieRende Einstilpung der
Endosomenmembran kommt es zur Bildung von so genannten multivesikularen Kdrpern
(,multivesicular bodies®), die dann wiederum mit der Zellmembran fusionieren und die
intraluminalen Vesikel in den extrazellularen Raum freisetzen kénnen (zusammengefasst in

van Niel et al., 2006). Inwiefern die gleichen Mechanismen an der Translokation des PEN2-



Diskussion 118

Deletionsproteins beteiligt sind, ist bisher nicht bekannt. Mdéglicherweise kdnnte das
Deletionsprotein aufgrund seiner Akkumulation an der Penetrationsstelle ebenso durch
Exosomen transportiert werden. Allerdings ware daflir eine Interaktion des PEN2-GFP-ATM-
Proteins mit der Plasmamembran notwendig. Wie zuvor beschrieben wurde, zeigen die
PEN2-GFP-Aggregate eine deutliche Affinitat zur Plasmamembran an der Pathogen-
Interaktionsstelle. Aufgrund dessen ware es durchaus vorstellbar, dass PEN2
moglicherweise mit einem membranstandigen Protein interagiert, was wiederum der Grund
fur die Anhaftung der Aggregate an der Plasmamembran ist. Diese hypothetische Interaktion
zwischen der Myrosinase und einem Plasmamembranprotein kénnte auch der Grund fir die
Akkumulation des Deletionsproteins an der Invasionsstelle und die Assoziation mit
Exosomen sein.

Interessanterweise wird das vollstdndige PEN2-GFP-Reporterprotein im Unterschied zu den
cytoplasmatischen Deletionsproteinen nicht in die Matrix von Papillen integriert.
Méglicherweise  verhindert die  Assoziation des Reporterproteins mit dem
Membrankompartiment die Translokation aus dem Symplasten. Warum allerdings der
cytoplasmatische PEN2-GFP-Pool nicht in den Apoplasten unterhalb des pilzlichen
Appressoriums transportiert wird, bleibt unklar. Mdéglicherweise werden die molekularen
Eigenschaften der Myrosinase durch die Deletion tber die Anderung der subzelluldren
Lokalisation hinaus modifiziert, was zu der ungewdhnlichen Integration der
Deletionsproteine in die Matrix von Papillen fihrt. Darlber hinaus konnte in doppelt
transgenen PEN2-RFP und PEN2-GFP-ATM Linien keine Interaktion der beiden Proteine
miteinander festgestellt werden. Wie die fluoreszenzmikroskopischen Analysen der doppelt
transgenen Linie gezeigt haben, unterscheidet sich die subzellulare Lokalisation der beiden
Proteine deutlich von einander (Abb. 3.20). Wahrend das Deletionsprotein teilweise in der
extrahaustoriellen Matrix lokalisiert ist, was moglicherweise auf den Transport durch
Exosomen zuriickgeflhrt werden kann, bildet das PEN2-RFP-Protein Aggregate auf3erhalb
des haustoriellen Komplexes aus. Diese Aggregatstrukturen werden dabei ohne die
Beteiligung des PEN2-GFP-ATM gebildet, was darauf schlielen I|asst, dass das
Deletionsprotein nicht mehr in der Lage ist, mit dem vollstdndigen Reporterprotein zu
interagieren. Inwiefern der Verlust der Aggregation des mutierten Proteins von der fehlenden
Assoziation mit dem Membrankompartiment abhangig ist, muss noch durch
fluoreszenzmikroskopische Analysen weiterer Deletions- bzw. Substitutionsproteine von
PENZ2 naher untersucht werden. Es ist allerdings durchaus vorstellbar, dass die Lokalisation
in der Peripherie eines Membrankompartiments essentiell fiir die Aggregatbildung ist, da zu
keinem Zeitpunkt eine Aggregation des PEN2-GFP/RFP-Proteins im Cytoplasma beobachtet
werden konnte. AbschlieBend kann daher festgehalten werden, dass die Assoziation mit

einem bestimmten Membrankompartiment flur die PEN2-Aggregation notwendig ist, und
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dass diese Aggregatstrukturen vermutlich essentiell fir die Komplementierung des pen2-

Phanotyps sind.

4.4 Assoziation der PEN2-Aggregate mit Mitochondrien

In fluoreszenzmikroskopischen Analysen von unterschiedlichen stabilen doppelt transgenen
Linien, konnte die Identitdt des rundlichen Membrankompartiments geklart werden, welches
der Ausgangspunkt der PEN2-Aggregation ist. Dabei handelt es sich nicht wie die
transienten Expressionsassays von Lipka et al. (2005) vermuten lieRen um Peroxisomen,
sondern um Mitochondrien (Abb. 3.21 und 3.22). Das PEN2-GFP-Protein ist zwar ebenfalls
in der Peripherie von RFP-markierten Peroxisomen lokalisiert, bildet aber im Gegensatz zur
Interaktion mit Mitochondrien keine Aggregate an diesem Organell aus. Neben der
Assoziation des Fusionsproteins mit Mitochondrien und Peroxisomen konnte daruber hinaus
eine Lokalisation zu Plastiden in Epidermiszellen beobachtet werden (Abb. 3.23). Aufgrund
des deutlich schwacheren Fluoreszenzsignals des PEN2-GFP-Proteins in der Peripherie von
Plastiden im Kontrast zur Signalstarke in der Membran von Mitochondrien und Peroxisomen,
kann eine deutlich geringere Affinitat der Myrosinase zu diesem Organell angenommen
werden. Eine Bildung der Aggregate des Fusionsproteins konnte ebenfalls nicht an
Plastiden festgestellt werden. Somit ist nicht nur die Assoziation mit einem
Membrankompartiment entscheidend fiir die PEN2-Aggregation, sondern auch die Spezifitat
der Organellenmembran selbst. Im Unterschied zu den drei genannten Organellen wurde
keine Kolokalisation des Fusionsproteins mit RFP-markierten Golgi-Vesikeln, markiertem ER
oder markierter Plasmamembran nachgewiesen (Abb. 3.24 und 3.5B). Aufgrund dessen ist
anzunehmen, dass die Lokalisation des Reporterproteins in der Peripherie von
Mitochondrien, Peroxisomen und Plastiden spezifisch, und damit nicht auf eine generelle
Assoziation des PEN2-GFP-Proteins mit Membranstrukturen zurlickzufihren ist. Mit Hilfe
des schon vorgestellten Deletionsproteins GFP-PEN2¢m konnte zudem gezeigt werden,
dass der C-Terminus von PEN2 die subzelluldre Lokalisation zu allen drei Organellen
unabhangig vom globularen Teil bestimmt (Abb. 3.25).

Neben den fluoreszenzmikroskopischen Analysen der PEN2-GFP-Reporterlinie wurden
zusatzlich Immunogoldmarkierungsexperimente durchgefiihrt, welche die Lokalisation des
nativen PEN2-Proteins in Wildtyppflanzen untersuchen und die gewonnenen Ergebnisse der
Fluoreszenzmikroskopie bestatigen sollten. Allerdings konnte in den
elektronenmikroskopischen Aufnahmen keine spezifische Markierung eines Organells
festgestellt werden (Gerd Hause, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, personliche

Kommunikation). Ein moglicher Grund fiir die fehlende Immunogoldmarkierung kénnte der
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verwendete PENZ2-Anitkdrper sein, da das Epitop in der C-terminalen Extension der
Myrosinase liegt und wahrscheinlich durch den globuldren Enzymteil blockiert wird, was
wiederum eine Bindung des Antikdrpers verhinderen wirde.

Wie bereits erwahnt, wurden die PEN2-GFP-Aggregate lediglich an Oberflachen von
Mitochondrien, nicht jedoch an Oberflachen von Peroxisomen oder Plastiden festgestellt.
Neben dem unterschiedlichen Aggregationsverhalten von PENZ2 in Abhangigkeit vom
Membrankompartiment konnte dariber hinaus ein Unterschied im Verhalten der drei
Organellen an der versuchten Penetrationsstelle nachgewiesen werden. Wahrend die
wenigen in der Epidermiszelle vorhandenen Plastiden offensichtlich nicht einer pathogen-
induzierten Zellpolarisation unterliegen (Daten nicht gezeigt), konnte eine Akkumulation von
Mitochondrien und Peroxisomen an der Pathogen-Interaktionsstelle detektiert werden (Abb.
3.22A und 3.21C). Eine Akkumulation der beiden Organellen wurde schon von Koh und
Kollegen an der Penetrationsstelle des kompatiblen Mehltaupilzes G. cichoracearum
beobachtet (Koh et al., 2005). Durch die Maximalprojektion einer Zeitreihe haben Koh et al.
(2005) nachweisen konnen, dass Peroxisomen im Laufe der Zeit an der Invasionsstelle
akkumulieren. Die fokale Anreicherung von Mitochondrien wurde hingegen durch die
Maximalprojektion einer Z-Serie demonstriert. Wie die Analysen der vorliegenden Arbeit
gezeigt haben, besteht allerdings ein signifikanter Unterschied im Akkumulationsverhalten
der beiden Organellen. Beide Organellen weisen eine zeitliche Akkumulation unterhalb des
Appressoriums auf, die im Fall der Peroxisomen allerdings nur transient ist, d. h. die
Peroxisomen werden zielgerichtet zur Interaktionsstelle hin transportiert, aber verweilen dort
nicht fur langere Zeit (Abb. 3.38A). Im Kontrast dazu unterliegt eine Subpopulation von
Mitochondrien  einer  dauerhaften fokalen Organellen-immobilisierung an  der
Penetrationsstelle (Abb. 3.37A). Dass die Immobilisierung der Mitochondrien dabei
unabhangig von der PEN2-Aggregation verlauft, wurde in Zeitverlaufsexperimenten von
RFP-markierten Mitochondrien in pen2-1-Mutanten nach Pathogenbehandlung eindeutig
demonstriert (Abb. 3.37B). Neben den fluoreszenzmikroskopischen Analysen von
transgenen Pflanzen haben auch elektronenmikroskopische Aufnahmen von
Wildtyppflanzen wiederholt eine Prasenz von mehreren Mitochondrien an der Papille
belegen kdnnen, wahrend Peroxisomen jedoch nicht vorhanden waren (Abb. 3.39).

Welche Funktion Mitochondrien neben ihrer Beteiligung am Transport und der Aggregation
von PEN2 in der Nichtwirtsresistenz besitzen, ist bisher nicht bekannt. Allerdings haben
Untersuchungen an Mitochondrien von Saugetieren gezeigt, dass das Organell eine
wichtige Rolle in der Immunabwehr spielt. So sind Mitochondrien unter anderem in der
Signaltransduktion nach Perzeption viraler PAMPs involviert. Aulerdem sind sie an der
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und an der Kontrolle des programmierten

Zelltods nach Infektion beteiligt (zusammen gefasst in West et al., 2011; Ohta und
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Nishiyama, 2011). Eine Beteiligung an der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies und an
der Zelltodreaktion wahrend der Pathogenabwehr wird auch bei pflanzlichen Mitochondrien
vermutet (zusammengefasst in Kusano et al., 2009). Zusatzlich kdnnte die Akkumulation der
Mitochondrien an der Pathogen-Interaktionsstelle auch einer beschleunigten Bereitstellung
von ATP dienen, da eine Vielzahl unterschiedlicher Abwehrmechanismen, wie
beispielsweise die Translokation von Indolderivaten durch den ABC-Transporter PEN3,
ATP-abhangig sind (Stein et al., 2006).

Welche Funktion die transiente Akkumulation von Peroxisomen an Orten der versuchten
Invasion hat, ist ebenfalls nicht ausreichend geklart. Wie in der Einleitung bereits
beschrieben, sind Peroxisomen unter anderem an Signaltransduktions-Prozessen und an
der Redox-Regulation in attackierten Zellen beteiligt (del Rio et al., 2002; Mittler et al., 2004;
Apel und Hirt, 2004; Torres und Dangl, 2005). Daher ist es durchaus vorstellbar, dass die
transiente Akkumulation von Peroxisomen der Detoxifikation von reaktiven Saustoffspezies
unterhalb des pilzlichen Appressoriums dient. Alternativ dazu kénnte die zeitliche
Anreichung des Organells auch zur Freisetzung von H,O, flhren, dass entweder als
Signalmolekdl fungiert und damit die Immunantwort der Pflanze zusatzlich induziert, oder zur
Verstarkung der Zellwand bzw. als toxische Komponente dient. DarUber hinaus ware auch
eine Freisetzung weiterer Substanzen an der Pathogen-Interaktionsstelle mdglich, da
Peroxisomen an der Synthese unterschiedlicher Substanzen wie Jasmonsaure und dem
Indolderivat Auxin beteiligt sind (zusammengefasst in Palma et al., 2009). Inwiefern
Peroxisomen moglicherweise auch zur Synthese des PEN2-Substrats 4-Methoxyindol-3-
ylmethylglucosinolat (4MI3G), was ebenfalls ein Indolderivat darstellt, beitragen, ist nicht
bekannt. Eine Metabolom-Analyse von isolierten Peroxisomen aus pathogen-infizierten
Pflanzen kénnte dies unter Umstanden klaren.

Weshalb die Myrosinase PEN2 nun eine Affinitdt zu drei unterschiedlichen
Membrankompartimenten besitzt, ist noch unbekannt. Aufgrund der geringen Assoziation mit
Plastiden und der fehlenden fokalen Akkumulation dieses Organells an Orten der
versuchten Invasion, besitzt die PEN2-Plastid-Interaktion vermutlich keine Relevanz fiir die
Nichtwirtsresistenz. Inwieweit die duale Assoziation der Myrosinase mit Mitochondrien und
Peroxisomen essentiell fiir die Pathogenabwehr ist, oder ob es sich bei der Lokalisation mit
Peroxisomen um eine mogliche Fehllokalisation handelt, ist bislang nicht ausreichend
geklart. In der Literatur finden sich jedenfalls Beispiele fur C-terminal verankerte Proteine,
deren duale Assoziation mit zwei unterschiedlichen Organellen sowohl spezifisch als auch
unspezifisch sein kann. So konnten Zhang und Hu (2009) zeigen, dass die TA-Proteine
FIS1A (,fission 1A*) und FIS1B eine duale Lokalisation zu Mitochondrien und Peroxisomen
besitzen. FIS1A und FIS1B sind beide an der Teilung von Mitochondrien und Peroxisomen

beteiligt (Zhang und Hu, 2008), weshalb die duale Lokalisation spezifisch und fir die
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Funktionalitat der beiden Proteine notwendig ist. Im Unterschied dazu weist das Protein
Cytochrom b5-6 nur dann eine Assoziation mit Mitochondrien auf, wenn keine Chloroplasten
in der Zelle vorhanden sind (Maggio et al., 2007). Maggio et al. (2007) haben daraus
geschlossen, dass die Isoform von Cytochrom b5 zwar eine hdhere Affinitat zu
Chloroplasten besitzt, aber beide Organellen im Endeffekt um das TA-Protein konkurrieren.

Mit Hilfe eines chimaren Konstrukts aus dem globularen Teil von PEN2 und der C-
terminalen Extension der peroxisomalen Ascorbat-Peroxidase 3 sollte in der vorliegenden
Arbeit nun geklart werden, ob die Assoziation von PEN2 mit Peroxisomen fir die
Pathogenabwehr essentiell ist, oder ob es sich bei der Interaktion um eine Fehllokalisation
wie im Fall des Cytochrom b5-6-Proteins handelt. Wie die Ergebnisse allerdings gezeigt
haben, fiihrt die C-terminale Extension des TA-Proteins APX3 nicht zu einer spezifischen
Assoziation des chimaren PEN2-GFP-APX3¢.m-Proteins mit der peroxisomalen Membran,
sondern auch mit der von Mitochondrien (Abb. 3.33). Zwar konnte eine erhohte
Fluoreszenzintensitat in der Peripherie von Peroxisomen im Vergleich zu Mitochondrien
festgestellt werden, die auf eine verstarkte Affinitdt des chimdren Proteins mit der
peroxisomalen Membran hinweist, allerdings war die Assoziation mit der auleren
mitochondrialen Membran dennoch deutlich erkennbar. Ebenso deutlich nachweisbar war
die Bildung von Aggregaten an der Pathogen-Interaktionsstelle, die auf den mit
Mitochondrien assoziierten PEN2-GFP-APX3cterm-P0ool zurlickgefiihrt werden muss, da wie
schon beschrieben zu keinem Zeitpunkt eine Aggregation in der Peripherie von
Peroxisomen beobachtet werden konnte (Abb. 3.32A). Die Aggregation in der Peripherie
von Mitochondrien wird vermutlich auch der Grund fur die Komplementation des pen2-
Phanotyps durch das chimare Protein sein. Somit konnte durch die Analysen des
PEN2-GFP-APX3cterm-Proteins nicht auf eine mdgliche Funktion der PEN2-Peroxisomen-
Interaktion flr die Nichtwirtsresistenz geschlossen werden. Aus welchem Grund das chimare
Protein nun mit Mitochondrien assoziiert war, muss noch naher untersucht werden. Wie die
Untersuchungen zum Lokalisationsverhalten des GFP-APX3- bzw. RFP-APX3-Proteins
jedoch vermuten lassen, ist die Fehllokalisation zu Mitochondrien wahrscheinlich von der
Proteinabundanz abhangig. So konnte eindeutig demonstriert werden, dass die
Uberexpression des GFP-APX3-Fusionsproteins neben der beschriebenen Lokalisation zu
Peroxisomen ebenfalls zur Assoziation mit Mitochondrien fiihrte, wohingegen die Expression
des RFP-APX3-Proteins unter dem nativen Promotor ausschlieRlich eine Lokalisation in der
Peripherie von Peroxisomen aufwies (Abb. 3.31). Aufgrund dieser Ergebnisse kann
gemutmaldt werden, dass Mitochondrien und Peroxisomen mit gro3er Wahrscheinlichkeit um
die Ascorbat-Peroxidase konkurrieren, jedoch das TA-Protein APX3 eine héhere Affinitat zu
Peroxisomen besitzt. Aullerdem kann spekuliert werden, dass die Expressionslevel des

PEN2-Promotors die des APX3-Promotors Uibersteigen, wodurch die Proteinabundanz tber
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den endogen Wert der C-terminalen Extension von APX3 hinaus erhdht wurde, was
wiederum zur Fehllokalisation des chimaren Proteins gefuhrt haben kénnte. Daher wird fur
zuklnftige Experimente, die die Bedeutung der PEN2-Peroxisomen-Interaktion klaren
sollen, eine C-terminale Extension eines TA-Proteins benétigt, die trotz Uberexpression ihre
spezifische Assoziation mit Peroxisomen beibehalt, und dadurch zur spezifischen
peroxisomalen Lokalisation des chimaren PEN2-Proteins fiihren wirde. Alternativ dazu
kénnte durch eine ausschlie3liche Assoziation eines chimaren PEN2-Konstrukts mit der
mitochondrialen Membran demonstriert werden, dass eine Assoziation mit Peroxisomen
nicht essentiell fir die PEN2-vermittelte Nichtwirtsresistenz ist. Wie die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit weiterhin gezeigt haben, ist die C-terminale Extension des TA-Proteins
TOM20-4 geeignet, dieses Kriterium zu erflillen. Weder das chimare Protein
PEN2-GFP-TOM20-4 unter der Kontrolle des PEN2-Promotors, noch die Uberexpression
des Fusionsproteins RFP-TOM20-4 fihrten zu einer Fehllokalisation mit der peroxisomalen
Membran (Abb. 3.35 und 3.34). Somit scheint der C-Terminus von TOM20-4 ideal daftr
geeignet zu sein, um die Bedeutung der Affinitdt von PEN2 mit Mitochondrien in
vergleichenden Penetrationsanalysen zu demonstrieren und eine Funktion der Assoziation
der Myrosinase mit Peroxisomen vollstdndig auszuschliel3en.

Neben der fehlenden PEN2-Aggregation in der Peripherie von Peroxisomen sprechen die
Ergebnisse der Organellen-Isolation moéglicherweise zusatzlich gegen eine Bedeutung der
PEN2-Peroxisomen-Interaktion in der Pathogenabwehr. Wie Organellen-
Isolationsexperimente gezeigt haben, konnte das native PEN2-Protein durch die spezifische
Isolation von Mitochondrien angereichert werden, wohingegen keine Anreicherung im
peroxisomalen Pellet festgestellt wurde (Abb. 3.29 wund 3.28B). Da die
fluoreszenzmikroskopischen Analysen allerdings eine Assoziation mit beiden Organellen
aufgezeigt haben, stellt sich die Frage, warum die Isolation von Peroxisomen nicht zur
Anreicherung der Myrosinase geflihrt, und damit die mikroskopischen Untersuchungen
bestatigt hat. Ein mdglicher Grund fir diese Diskrepanz kénnte ein unterschiedliches
Verhalten in der subzellularen Lokalisation des nativen Proteins zum PEN2-GFP-
Fusionsprotein sein. Allerdings sprechen gegen diese Hypothese sowohl die Ergebnisse der
Isolierungsexperimente der Organellen, als auch die der Dichtegradientenanalyse. So wurde
kein Unterschied in der Anreicherung zwischen PEN2 und PEN2-GFP nach der Isolierung
von Peroxisomen aus Wildtyppflanzen bzw. transgenen Pflanzen festgestellt (Abb. 3.28B).
Daruber hinaus wiesen beide Proteine ein identisches Sedimentationsverhalten im
Dichtegradient auf (Abb. 3.26 und 3.27). Alternativ zur vorherigen Hypothese kdnnte der
Grund fir die fehlende Assoziation der Myrosinase mit Peroxisomen auch auf eine
verglichen mit Mitochondrien geringere Affinitat des PEN2 bzw. PEN2-GFP-Proteins zu dem

Organell zurickzufihren sein. Diese geringere Affinitdt der Myrosinase zu der
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peroxisomalen Membran wirde bei der Isolierung von Organellen mdglicherweise eher zur
Ablésung des Proteins aus der Membran von Peroxisomen als aus der von Mitochondrien
fihren. Dass das PENZ2-Protein scheinbar relativ leicht von der Organellenmembran
abgeldst werden kann, haben die Western-Blot-Analysen der unterschiedlichen Fraktionen
der Dichtegradientenzentrifugation gezeigt. Wahrend nur ein vergleichsweise geringer Anteil
der Myrosinase mit den Organellen kosedimentierte, blieb der groere Anteil in den |6slichen
Fraktionen zuriick (Abb. 3.26 und 3.27). Wie im Ergebnisteil schon erwahnt, wurde der
cytoplasmatische PEN2-GFP-Pool mit Hilfe eines zusatzlichen Zentrifugationsschritts vor
der eigentlichen Dichtegradientenzentrifugation entfernt, und kann somit nicht fiir den PEN2-
Pool in den I6slichen Fraktionen verantwortlich sein. Auch wenn es keinen direkten Beweis
fir die zuletzt genannte Hypothese gibt, liefert sie zumindest eine Erklarung fir die
beschriebene Diskrepanz zwischen den mikroskopischen Analysen und denen der
Organellen-Isolierung, ohne dabei im Widerspruch mit vorhandenen Ergebnissen zu stehen.
Allerdings werden noch die zuvor beschriebenen Experimente mit weiteren chimaren PEN2-
Konstrukts bendtigt, um eine Funktion der PENZ2-Assoziation mit Peroxisomen in der
Pathogenabwehr vollkommen ausschlieBen zu kénnen. Wie die Ergebnisse in der
vorliegenden Arbeit jedoch eindeutig gezeigt haben, scheint die Lokalisation zu
Mitochondrien aufgrund der PEN2-Aggregation in der Peripherie des an der Invasionsstelle
immobilisierten Organells essentiell fiur die pflanzliche Abwehr von nicht adaptierten
Pathogenen zu sein. Somit konnte erstmalig eine Beteiligung von Mitochondrien an der

Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis beschrieben werden.

4.5 Beteiligung von PEN4 an PEN2-Aggregaten

Dass die Myrosinase PEN2 scheinbar nicht das einzige Enzym ist, welches Aggregate in der
Peripherie von Mitochondrien ausbildet, konnte durch die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen der Phytochelatin-Synthase 1 (PCS1) demonstriert werden. PCS1 oder
auch PEN4 genannt, ist neben der Stresstoleranz gegentiber Schwermetallen ebenfalls in
der Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis involviert (Clay et al., 2009; Blum et al., 2010; Melisa
Lim, Kian Hématy und Shauna Somerville persdnliche Kommunikation). So lassen die
Analysen von Clay et al. (2009) beispielsweise auf eine Beteiligung des Enzyms an der
Spaltung des PENZ2-Substrats schlieRen. Des Weiteren konnten Melisa Lim und Kian
Hématy in vergleichenden Analysen der Penetrationsraten nach Inokulation mit Bgh
nachweisen, dass PEN4 und PEN2 vermutlich im gleichen Abwehrmechanismus
zusammenarbeiten (Melisa Lim, Kian Hématy und Shauna Somerville, personliche

Kommunikation). Zusatzlich konnten sie mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer
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Untersuchungen zeigen, dass das Fusionsprotein GFP-PEN4 in unbehandelten
Epidermiszellen im Cytoplasma lokalisiert ist, wahrend eine Relokalisation des
Reporterproteins nach Pathogenbehandlung zur versuchten Invasionsstelle hin beobachtet
werden konnte. Dieses Ergebnis konnte durch die vorliegenden Analysen bestatigt und
daruber hinaus noch weiter charakterisiert werden. So wurde anhand von Detailaufnahmen
eindeutig festgestellt, dass das RFP-PEN4-Protein an der Penetrationsstelle ausschlielilich
mit den PEN2-GFP-Aggregaten kolokalisiert, und nicht generell mit der Membran von
Mitochondrien assoziiert ist (Abb. 3.41C). Somit ist scheinbar keine Assoziation der
Phytochelatin-Synthase mit der Membran des Organells, wie sie bei der Myrosinase PEN2
beobachtet wurde, fir die Integration in die Aggregate notwendig. Dies wiederum lasst auf
eine direkte Translokation des PEN4-Proteins aus dem Cytoplasma in die Aggregatstruktur
schlielen. Weiterhin konnte anhand von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von
transgenen pen2-1-Mutantenpflanzen aufgezeigt werden, dass das RFP-PEN4-
Fusionsprotein dabei unabhangig von PEN2 Aggregatstrukturen ausbildet (Abb. 3.41D).
Somit scheint die Translokation und Aggregation von PEN4 nicht auf eine direkte Interaktion
der beiden Proteine zurickgefuhrt werden kénnen, was durch Split-Ubiquitin-Experimente
ebenfalls bestatigt wurde (Christine Klapprodt, persénliche Kommunikation). Inwiefern PEN4
ebenfalls Homooligomere ausbildet, die zur Formation der Aggregate fuhren, oder ob noch
weitere Enzyme daran beteiligt sind, ist nicht bekannt. Jedenfalls konnten Grill und Kollegen
zeigen, dass eine Phytochelatin-Synthase aus Silene cucubalus (Leimkraut) Dimere
ausbildet, welche die aktive Form des Enzyms darstellen (Grill et al., 1989). Daher ist es
durchaus vorstellbar, dass die zuvor beschriebenen PEN2-GFP-Aggregate aus PEN2-
Homoligomeren und PEN4-Dimeren zusammengesetzt sind. Aulerdem kann angenommen
werden, dass noch weitere Enzyme an der Komplexbildung beteiligt sind, wie es bereits
diskutiert und im Fall der Myrosinase PYK10 schon beschrieben worden ist (Nagano et al.,
2008).

4.6 ER-Lokalisierung des pathogen-induzierten CYP81F2-Genprodukts

Wie die fluoreszenzmikroskopischen Analysen von RFP-CYP81F2 und PEN2-GFP
exprimierenden Pflanzen demonstrieren konnten, ist die an der PEN2-Substrat-Synthese
beteiligte Cytochrom-P450-Monooxygenase keine Komponente des PEN2/PEN4-
Komplexes, sondern ein ER-lokalisiertes Protein (Abb. 3.43 und 3.42C). Dass die ER-
Assoziation des CYP81F2-Proteins funktional ist und somit vermutlich der Lokalisation des
nativen Proteins entspricht, konnte durch die vergleichende Analyse der Invasions- und

Zelltodraten von transgenen Linien und Kontrollpflanzen nach Inokulation mit Bgh eindeutig
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gezeigt werden (Abb. 3.44). Bereits Reintanz et al. (2001) haben eine Assoziation der
beiden Monooxygenasen CYP79F1 und CYP79F2, die an der Synthese von aliphatischen
Glucosinolaten beteiligt sind, mit dem Endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen, was
zusatzlich flr eine potentielle ER-Lokalisation des CYP81F2-Proteins spricht. Inwiefern
CYP81F2 ebenfalls Teil eines an der cytoplasmatischen Seite des ERs lokalisierten
Multienzymkomplexes ist, wie er fur CYP79F1/CYP79F2 und weitere Enzyme von Grubb
und Abel (2006) vorgeschlagen wurde, muss noch durch fluoreszenzmikroskopische
Analysen weiterer Reporterlinien von Enzymen der PEN2-Substrat-Synthese oder durch
Koimmunoprazipitationsexperimente naher untersucht werden. Allerdings wirde dies eine
Synthese des PEN2-Substrats 4MI3G im Cytoplasma bedeuten und mdglicherweise zu
einer ungewollten Spaltung des Glucosinolats durch den cytoplasmatischen PEN2-Pool
fihren. Da offensichtlich keine raumliche Trennung von PEN2 und Substrat-Synthese in
unterschiedlichen Zellen vorliegt, wie sie beispielsweise bei den zuvor beschriebenen
Idioblasten der Fall ist, muss die Pflanzenzelle weitere Mechanismen entwickelt haben, die
einer vorzeitigen Hydrolyse des Glucosinolats entgegen wirken. Als mdgliche Mechanismen
kdmen unter anderem eine schnelle Zwischenspeicherung des Substrats in anderen
Zellorganellen oder eine Regulation der Enzyme in Frage, die eine vorzeitige Substrat-
Synthese verhindert. So kdnnte beispielsweise das fertige Glucosinolat nach der Synthese
im Cytoplasma in der Vakuole zwischen gespeichert werden und wéare somit nicht langer frei
fir die Myrosinase zuganglich. Eine Speicherung des Braunen Senf (Brassica juncea)-
Glucosinolats Sinigrin in Vakuolen konnten Kelly und Kollegen bereits belegen (Kelly et al.,
1998). Alternativ oder zusatzlich dazu kdnnte eine transkriptionelle oder posttranslationelle
Regulation der Monooxygenase selbst vorliegen, wodurch die Synthese des Glucosinolats
nicht konstitutiv, sondern erst nach Induktion erfolgt. Aufgrund der Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit und der Daten von Humphry et al. (2010) kann darauf geschlossen
werden, dass die Synthese von 4MI3G mdglicherweise abhangig von der transkriptionellen
Regulation des CYP81F2-Gens ist. Wie die hier prasentierten Ergebnisse der
semiquantitativen RT-PCR-Analyse gezeigt haben, stieg die CYP81F2-Transkriptmenge 18
und 24 Stunden nach Behandlung mit dem Gerstenmehltaupilz deutlich an (Abb. 3.45A).
Humphry und Kollegen konnten zudem eine signifikante Zunahme des Glucosinolats 16
Stunden nach Inokulation mit Bgh nachweisen (Humphry et al., 2010). Somit scheint eine
potentielle Korrelation zwischen der Expression von CYP81F2 und der Produktion von
4MI3G zu bestehen. Einen Zusammenhang zwischen der erhdhten Expression von
Enzymen des Glucosinolat-Biosynthesewegs und der Konzentration von Glucosinolaten
wurde bereits durch die Untersuchungen zu HIG1 (,high indolic glucosinolate 1“), auch als
MYBS51 bezeichnet, demonstriert (Gigolashvili et al., 2007). Der Transkriptionsfaktor MYB51

aktiviert neben Genen der Tryptophan-Biosynthese ebenfalls die Expression der
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Monooxygenasen CYP79B2, CYP79B3 und CYP83B1, die an der Synthese des Indol-3-
ylmethylglucosinolats (I3G) beteiligt sind, einem Intermediarprodukt der 4MI3G-Synthese
(Gigolashvili et al., 2007; Bednarek et al., 2009). Durch die Arbeiten von Humphry et al.
(2010) wurde weiterhin nachgewiesen, dass myb51-Mutanten reduzierte Konzentrationen
von 13G und 4MI3G aufweisen, was zu einer erhdhten Invasionsrate des nicht adaptierten
Mehltaupilzes gefiihrt hat.

Dass eine Erhoéhung der Transkriptmenge von CYP81F2 auch definitiv zu einer Zunahme
der Proteinabundanz der Monooxygenase und somit zu einer gesteigerten Synthese des
PEN2-Substrats flhrt, wurde durch die Ergebnisse der Western-Blot-Analysen der vorliegen
Arbeit zusatzlich bestarkt. So konnte in Western-Blot-Analysen von transgenen Pflanzen, die
das funktionale Konstrukt CYP81F2-RFP unter der Kontrolle des nativen Promotors
exprimieren, gezeigt werden, dass die Proteinabundanz des Fusionsproteins im Lauf der
Pathogenabwehr signifikant zunimmt (Abb. 3.45B). Somit kann ein direkter Zusammenhang
zwischen Gen-Transkription, Proteinabundanz und Substratmenge angenommen werden.
Allerdings muss dies noch durch eine Analyse der 4MI3G-Konzentration, der
CYP81F2-RFP-Proteinabundanz und der Transkriptmenge in der Reporterlinie im Verlauf
der Pathogenabwehr bestatigt werden.

Im Kontrast zur Monooxygenase scheint die Regulation von PEN2 in der Pathogenabwehr
nicht transkriptionell, sondern moglicherweise posttranslationell zu erfolgen. So konnte in
semiquantitativen RT-PCR-Analysen zwar eine Zunahme der PEN2-Transkriptmenge 24
Stunden nach Pathogenbehandlung beobachtet werden, allerdings wurde zu keinem
Zeitpunkt eine Veranderung der Proteinkonzentration in Western-Blot-Analysen
nachgewiesen (Abb. 3.45 und 3.8). Welcher molekulare Mechanismus fir die
Konstanthaltung der Proteinmenge innerhalb der Epidermiszellen verantwortlich ist, ist
bislang nicht bekannt. Ebenfalls ist nicht bekannt, inwiefern PEN2 einer mdglichen
posttranslationellen Modifikation unterliegt, welche die Enzymaktivitdt reguliert und eine
ungewollte Hydrolyse des Substrats verhindert. Alternativ dazu ware auch eine Regulation
der PEN2-Aktivitdt durch eine Interaktion mit weiteren Proteinen denkbar. So konnten
beispielsweise Nagano und Kollegen nachweisen, dass die Myrosinase PYK10, die zur
gleichen Unterfamilie der F1GH wie PEN2 gehort, erst in hochmolekularen Komplexen aktiv
ist, und dass das PYK10-bindende Protein PBP1 (,PYK10-binding protein 1%) Einfluss auf
die Aktivitdt der Myrosinase hat (Nagano et al.,, 2005 und 2008). Da PEN2 nach
Pathogenbehandlung ebenfalls Bestandteil von molekularen Komplexen ist, kdnnte die
enzymatische Aktivitdt durch die pathogen-induzierte Aggregation reguliert sein, an der
neben PEN4 moglicherweise auch weitere Proteine wie MBPs beteiligt sind. Die

Aggregatbildung kénnte unter Umstanden zu einer erhdhten Affinitdt der Myrosinase zum
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Substrat fuhren und dadurch eine vorzeitige Hydrolyse des 4MI3G im Cytoplasma
verhindern.

Anhand dieser Uberlegungen und der vorgestellten Ergebnisse kann folgendes Model fiir
das Zusammenspiel der beiden Protein CYP81F2 und PEN2 in der Nichtwirtsresistenz
vorgeschlagen werden: Wahrend die Monooxygenase nach Perzeption des Pathogens
transkriptionell reguliert wird, was zu einer Zunahme der Proteinkonzentration des Enzyms
und dadurch zu einer erhéhten Substrat-Synthese flhrt, wird die Enzymaktivitdt der
Myrosinase dagegen nicht durch die Proteinabundanz kontrolliert, sondern méglicherweise
durch die Interaktion mit weiteren Proteinen reguliert, welche zur pathogen-induzierten
Aggregatbildung beitragen. Erst die Aggregation von PEN2 an der Pathogen-
Interaktionsstelle induziert die vollstandige Enzymaktivitat und bewirkt eine Hydrolyse des
am ER produzierten Glucosinolats. In zukiinftigen Experimenten muss die Erhéhung der
enzymatischen Aktivitdt von PEN2 nach Aggregation allerdings noch bestatigt oder widerlegt
werden. Ebenso missen noch die Faktoren identifiziert werden, die zur Aggregatbildung
beitragen. Daruber hinaus sollte noch geklart werden, ob das Substrat zum Ort der
versuchten Invasion durch Diffusion im Cytoplasma gelangt, oder ob es in der Vakuole
zwischen gespeichert wird und anschlieRend fokal unterhalb des Appressoriums freigesetzt

wird.
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5. Zusammenfassung

Die atypische Myrosinase PEN2 ist Teil der prainvasiven Nichtwirtsresistenz von
Arabidopsis thaliana. Mit Hilfe eines funktionalen GFP-Fusionsproteins, bei dem das
Fluoreszenzprotein zwischen den globuladren Teil und der C-terminalen Extension von PEN2
integriert wurde, konnte die Lokalisation in der Peripherie von mobilen
Membrankompartimenten nachgewiesen werden, die nach Inokulation mit dem nicht-
adaptierten, biotrophen Mehltaupilz Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) an
Interaktionsstellen akkumulieren (Lipka et al., 2005). Wie die vorliegenden Untersuchungen
demonstriert haben, tritt die pathogen-induzierte Fluoreszenzakkumulation des PEN2-GFP-
Proteins nicht nur in der Interaktion mit Bgh, sondern ebenfalls mit kompatiblen biotrophen,
hemibiotrophen und nekrotrophen Pilzen, sowie in Interaktion mit dem Oomycet
Phytophthora capsici auf. Neben der Akkumulation der fluoreszenz-markierten
Kompartimente wurde in der vorliegenden Arbeit dariber hinaus eine deutliche
zeitverlaufsabhangige Intensitdtszunahme des Fluoreszenzsignals an der versuchten
Invasionsstelle beobachtet, die durch Aggregation des PEN2-GFP-Proteins in der Peripherie
der Membrankompartimente entsteht. Die ca. 0,6 bis 1,2 ym groRen Aggregate sind
vornehmlich an Orten der versuchten Penetration lokalisiert, nehmen in Anzahl und GroRRe
im Verlauf der Pathogenabwehr zu und sind in der Regel nicht mobil.

Der molekulare Aufbau der PEN2-GFP-Aggregate ist bisher nicht genau bekannt. Allerdings
kann angenommen werden, dass diese aus PEN2-GFP-Homooligomeren zusammengesetzt
sind. So konnte durch Immunoprazipitationsexperimente gezeigt werden, dass das
Fusionsprotein in pathogen-behandelten Zellen detergenz-resistente Oligomere ausbildet.
Wie die Analysen von PEN2-GFP-Deletionsproteinen eindeutig belegen, ist die
Oligomerisierung des PEN2-GFP-Fusionproteins dabei nicht auf eine unspezifische GFP-
GFP-Interaktion zurtickzufiihren, sondern abhangig vom globularen Teil der Myrosinase.
Durch die Analyse weiterer Deletionsproteine konnte zusatzlich demonstriert werden, dass
die C-terminale Extension fir die subzellulare Lokalisation der Myrosinase essenziell ist,
was wiederum PEN2 als C-terminal verankertes Membranprotein bestatigt. Aufierdem
konnte bewiesen werden, dass die Assoziation zum Membrankompartiment
ausschlaggebend fiir die PEN2-Aggregation bzw. die Komplementation des pen2-Phanotyps
ist.

Mit Hilfe von doppelt transgenen Linien, die neben PEN2-GFP ebenfalls ein
organellenspezifisches, RFP-markiertes Reporterprotein exprimieren, wurden neben
Peroxisomen auch Mitochondrien und Plastiden als PEN2-GFP-assoziierte Kompartimente
fluoreszenzmikroskopisch identifiziert. Allerdings unterliegt ausschlieRlich der mitochondrien-

assoziierte PEN2-GFP-Pool der pathogen-induzierten Aggregation und fokalen Organellen-
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Immobilisierung. Die Assoziation des Fusionsproteins und des nativen PEN2-Proteins mit
Mitochondrien wurde erganzend zu den mikroskopischen Untersuchungen durch spezifische
Isolierung von Organellen nachgewiesen, wohingegen keine Anreicherung der Myrosinase
durch die Isolierung von Peroxisomen festgestellt werden konnte. Somit konnte erstmalig
eine Beteiligung von Mitochondrien an der Nichtwirtsresistenz von Arabidopsis beschrieben
werden.

Neben der Lokalisation von PENZ2 wurde die subzellulare Lokalisation weiterer
Komponenten der PEN2-vermittelten Nichtwirtsresistenz untersucht. Dabei wurde unter
anderem festgestellt, dass die Akkumulation des ABC-Transporters PEN3 in der
Plasmamembran und die der PEN2-Aggregate an der Membran zeitlich nicht streng
miteinander korrelieren. Darliber hinaus konnte durch Transformation der pen3-1 pen2-3-
Doppelmutante mit einem PEN2-RFP-Konstrukt gezeigt werden, dass die Anreicherung von
PEN2-RFP-Aggregaten an Orten der versuchten Invasion nicht abhéangig von PEN3 ist.

Des Weiteren wurde die Phytochelatin-Synthase PEN4 als zusatzliche Komponente der
PEN2-GFP-Aggregate identifiziert. Das im Cytoplasma lokalisierte Protein PEN4 weist in
unbehandelten Epidermiszellen keine Assoziation mit PEN2-GFP-markierten Organellen
auf. Erst nach Pathogenbehandlung kolokalisieren PEN2 und PEN4 in den PEN2-GFP-
Aggregaten an der Pathogen-Interaktionsstelle. Demnach handelt es sich bei den zuvor
beschriebenen Aggregat-Strukturen vermutlich um Komplexe aus PEN4 und PEN2-
Homooligomeren.

Mittels eines funktionalen RFP-Fusionsproteins konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals
die an der PEN2-Substratsynthese beteiligte Monoxygenase CYP81F2 als ER-lokalisiertes
Protein identifiziert werden. Aufierdem wurde nachgewiesen, dass die Proteinabundanz der
Monooxygenase nach Pathogenbehandlung vermutlich transkriptionell erhéht, wahrend die
Konzentration der Myrosinase posttranslationell konstant gehalten wird. Somit kénnen fiir
die beiden Proteine unterschiedliche Regulationmechanismen innerhalb der
Pathogenabwehr angenommen werden.

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass fir die PEN2-vermittelte
Nichtwirtsresistenz neben dem plasmamembran-standigen Transporterprotein PEN3 ein
Zusammenspiel des ER-lokalisierten substrat-produzierenden CYP81F2-Proteins und der in

der Peripherie von Mitochondrien lokalisierten PEN2/PEN4-Aggregate notwendig ist.
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7. Anhang

7.1 Abkirzungs- und Symbolverzeichnis

°C Grad Celsius

% (viv) Volumenprozent

% (w/v) Gewichtsprozent

A delta (Deletion)

# Nummer

4MI3G 4-Methoxyindol-3-yImethylglucosinolat
Abb. Abbildung

ABC »ATP binding cassette”
AKR2A »ankyrin repeat protein 2A“

Ap Appressorium

APS Ammoniumpersulfat

APX3 ~ascorbate peroxidase 3“
Aqua dest. Entionisiertes Wasser

ATP Adenosintriphosphat

Bgh Blumeria graminis f. sp. hordei
bp Basenpaare

BSA »bovine serum albumin®
C-Terminus/ Cterm  Carboxy-Terminus

Carb Carbenicillin

CBB Coomassie-Brilliant-Blau
cDNA ,copy DNA®

CFP »cyan fluorescent protein®

cm Zentimeter

CYP ,cytochrome P450¢

DAMPs »,<damage-associated molecular patterns®
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure
DNase Desoxyribonuklease

DTT 1,4-Dithiothreitol

dYT ,double yeast tryptone*®

E. coli Escherichia coli

E. pisi Erysiphe pisi

EDS1 .enhanced disease susceptibility 1*
EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ER Endoplasmatisches Retikulum
et al. et alii (und andere)

ETI Leffector-triggered immunity*
ETS .effector-triggered susceptibility*
f. sp. forma specialis

F1GH Familie1-Glycosidhydrolasen
Flg22 Flagellin 22

FP Fluoreszenzprotein

g Gramm

g Beschleunigung

G. orontii Golovinomyces orontii

GFP ~green fluorescent protein®

Ha Haustorium
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HDEL Histidin-Asparaginsaure-Glutaminsaure-Leucin
HEPES N-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethansulfonsaure
hpi »hours post inoculation®

HSP »heat shock protein®

JAL .jacalin-related lectins”

Kan Kanamycin

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

I Liter

LB-Medium Luria-Bertani-Medium

M molar

MBP myrosinase-bindendes Protein

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure
mg Milligramm

min Minuten

mi Milliliter

mM millimolar

mMRNA .,messenger RNA®

MS Murashige & Skoog

N-Terminus Amino-Terminus

N. benthamiana Nicotiana benthamiana

ng Nanogramm

nm Nanometer

oD optische Dichte

P Wahrscheinlichkeitswert

Pass 35S-Promotor

Pa Papille

PAD4 ~phytoalexin deficient 4*

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PAMPs .pathogen-associated molecular patterns*®
PCR .polymerase chain reaction®

PCS1 ~phytochelatin synthase 1*

PDRS8 wpleiotropic drug resistance 8¢

PEN .penetration®

PEX14 Lperoxin 14

Pfu Pyrococcus furiosus

Pk primarer Keimschlauch

pmol Pikomol

PRRs .pattern recognition receptors*”

PTI ,PAMP-triggered immunity*

PTS1 .peroxisomal targeting sequence 1¢
PVDF Polyvinylidenfluorid

PVP Polyvinylpyrolidin

RFP .red fluorescent protein®

Rif Rifampicin

rom ,rounds per minute*

RNA Ribonukleinsdure

RNase Ribonuklease

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR
SAG101 .Senescence associated gene 101
SDS ,Sodiumdodecylsulfate*

Sek Sekunde

Sk sekundarer Keimschlauch

SNAP33 »,Synaptosome-associated protein 33“
SNARE »Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor®

Sp

Spore
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SYP121 ,<syntaxin of plants 121“

t Lime*

TA ,ail-anchored®

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBS Ltris buffered saline®

TCA Trichloressigsaure

TE Tris-EDTA

TEMED N, N, N’, N’-Tetramethyl-Ethylendiamin

TES N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure

TMD/ TM Transmembrandomane

TOM20-4 ,2translocase of outer membrane 20-4“

Tris Tris-(Hydroxymethyl)-aminoethan

uv Ultraviolett

Vv Volt

VAMP722 ,vesicle-associated membrane protein 722°

VDACA1 »voltage-dependent anion-selective channel protein 1“

Zw Zellwand

¥ Mikro

Mg Mikrogramm

pl Mikroliter

pm Mikrometer

UM mikromolar

7.2 Verzeichnis der Abbildungen

Seite

Abb. 1.1 Entwicklungszyklus von Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) auf 2
Gerste (aus Both et al., 2005).

Abb. 1.2 Pra- und postinvasive Abwehreaktionen tragen zur Nichtwirts- 4
Resistenz  von Arabidopsis gegenuber inkompatiblen
Mehltaupilzen bei.

Abb. 1.3 PEN-Gen Produkte unterliegen der pathogen-induzierten 6
Zellpolarisation.

Abb. 1.4 Das PEN2-Substrat 4-Methoxyindol-3-ylmethylglucosinolat 7
(4MI3G).

Abb. 1.5 Reorganisation des ERs an der pilzlichen Invasionsstelle. 14

Abb. 1.6 Ubersicht (iber den post-translationellen Transport von TA- 17
Proteinen.

Abb. 1.7 ER-Korper in der Wurzelepidermis von transgenen Arabidopsis- 18
Pflanzen.

Abb. 2.1 Schematische Darstellung einer Z-Serie und der daraus gebildeten 46

Maximalprojektion.
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Abb. 3.1 Pathogen-induzierte PEN2-GFP-Fluoreszenzintensivierung an 48
Orten der versuchten Penetration.

Abb. 3.2 Zeitliche Zunahme der PEN2-GFP-Fluoreszenzintensitdt am Ort 49
der versuchten Penetration.

Abb. 3.3 Die PEN2-GFP-Aggregation beginnt in der Peripherie eines 50
subzellularen Membrankompartiments.

Abb. 3.4 Die = PEN2-GFP-Aggregate  akkumulieren  unterhalb  von 51
Appressorien und an sich entwickelnden Haustorien.

Abb. 3.5 Die PEN2-GFP-Aggregate weisen eine stabile Interaktion mit der 52
Plasmamembran an Orten der versuchten Pathogeninvasion auf.

Abb. 3.6 Induzierte PEN2-GFP-Aggregation in angrenzenden Zellen zur 53
Penetrationsstelle.

Abb. 3.7 Synchroner Auf- und Abbau der PEN2-GFP-Aggregate in zwei 54
unterschiedlichen  Zellen im Laufe  der pflanzlichen
Abwehrreaktion.

Abb. 3.8 Die PEN2- und PEN2-GFP-Proteinmenge bleibt im Laufe der 56
Pathogenabwehr konstant.

Abb. 3.9 Das PEN2-RFP-Fusionsprotein komplementiert den pen2- 57
Phéanotyp.

Abb. 3.10 PEN2-PEN2-Interaktion in vivo. 59
Abb. 3.11 Eine pathogen-induzierte Oliogomerisation von PEN2 und 60
PEN2-GFP ist im nativen Gel nur unzureichend nachweisbar.

Abb. 3.12 Es entstehen detergenz-resistente PEN2-GFP-Oligomere nach 61
Pathogenbehandlung.

Abb. 3.13 Darstellung des PEN2-GFP-und des GFP-PENZ2cim-Konstrukts 62
(nach Lipka et al., 2005).

Abb. 3.14 Der C-Terminus von PEN2 bestimmt die subzellulare Lokalisation. 63

Abb. 3.15 GFP-PEN2¢term  und  PEN2-RFP  kolokalisieren im gleichen 64
Kompartiment, allerdings ist das Deletionskonstrukt nicht Teil der
Aggregate.

Abb. 3.16 Auflistung der generierten C-terminalen Deletionskonstrukte von 64
PEN2-GFP.

Abb. 3.17 PEN2-GFP-Deletionsproteine zeigen unterschiedliche subzellulare 66
Lokalisationen.

Abb. 3.18 Die Deletionsproteine PEN2-GFP-AC5\-ATM\****¢ und GFP- 68
PEN2¢erm komplementieren den pen2-Phanotyp nicht.

Abb. 3.19 Das Deletionsprotein PEN2-GFP-ATM kolokalisiert mit Anilinblau- 71

gefarbter Callose am Ort der versuchten Pathogeninvasion.
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Abb. 3.20 PEN2-GFP-ATM und PEN2-RFP weisen unterschiedliche 73
Lokalisationen am haustoriellen Komplex auf.

Abb. 3.21 Peroxisomen sind nicht an der fokalen Akkumulation der 75
PEN2-GFP-Aggregate an der Invasionsstelle beteiligt.

Abb. 3.22 PEN2-GFP-Aggregate sind mit Mitochondrien assoziiert. 76
Abb. 3.23 PEN2-GFP ist in der Peripherie von Plastiden lokalisiert. 77
Abb. 3.24 PEN2-GFP zeigt keine Kolokalisation mit Golgi-Vesikeln oder ER. 78

Abb. 3.25 GFP-PEN2¢ierm ist ebenfalls mit Peroxisomen, Mitochondrien und 79
Plastiden assoziiert.

Abb. 3.26 PEN2-GFP kosedimentiert mit Mitochondrien und Peroxisomen im 82
Dichtegradienten, ist aber hauptsachlich in den I8slichen
Fraktionen vorhanden.

Abb. 3.27 Unmarkiertes PEN2 kosedimentiert mit Mitochondrien und 83
Peroxisomen im Dichtegradienten, ist aber hauptsachlich in den
I6slichen Fraktionen vorhanden.

Abb. 3.28 PEN2 kann nicht mit Hilfe von Peroxisomen-Isolations-Protokollen 84
angereichert werden.

Abb. 3.29 PEN2 kann durch die Isolation von Mitochondrien angereichert 85
werden.

Abb. 3.30 Darstellung der C-terminalen Aminosauresequenzen der chimaren 87
PEN2-GFP-Konstrukte.

Abb. 3.31 Eine Uberexpression des GFP-APX3-Proteins fiihrt zur 88
Assoziation mit Mitochondrien.

Abb. 3.32 Der C-Terminus von APX3 kann den von PEN2 funktional 90
ersetzen.

Abb. 3.33 Das chimare PEN2-GFP-APX3cw.em-Protein besitzt eine erhohte 9
Assoziation mit Peroxisomen, ist allerdings auch in der Peripherie
von Mitochondrien lokalisiert.

Abb. 3.34 Das Fusionsprotein RFP-TOM20-4 ist ausschlieBlich mit 92
Mitochondrien assoziiert.

Abb. 3.35 Das chimare PEN2-GFP-TOMZ20-4¢i.m-Protein ist ausschlief3lich 93
mit Mitochondrien assoziiert.

Abb. 3.36 PEN2-GFP und RFP-TOM20-4 kolokalisieren in der Peripherie von 94
Mitochondrien.

Abb. 3.37 PEN2 hat keinen Einfluss auf das Akkumulationsverhalten von 95
Mitochondrien an der Penetrationsstelle.

Abb. 3.38 Die zeitliche Akkumulation von Peroxisomen an der Invasionsstelle 96
wird durch das PEN2-Protein nicht beeinflusst.
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Abb. 3.39 Akkumulation von Mitochondrien an der Papille. 97
Abb. 3.40 PEN3 hat keinen Einfluss auf die Akkumulation der PEN2-RFP- 99

Aggregate.
Abb. 3.41 RFP-PEN4 ist Bestandteil der PEN2-GFP-Aggregate. 101
Abb. 3.42 Die CYP81F2-Monooxygenase ist ein ER-lokalisiertes Protein. 103
Abb. 3.43 CYP81F2-RFP ist nicht Bestandteil der PEN2-GFP-Aggregate. 104
Abb. 3.44 Das CYP81F2-RFP-Fusionsprotein komplementiert den cyp81F2- 105

Phanotyp.
Abb. 3.45 Die Transkriptlevel von CYP81F2 in Wildtyppflanzen und die 107

CYP81F2-RFP-Proteinkonzentration in transgenen Pflanzen sind

18 und 24 Stunden nach Pathogenbehandlung deutlich erhoht.
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