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Zusammenfassung

Synthese und Abbau von Proteinen mussen in einem dynamischen Gleichgewicht
stehen, damit die Zelle sowohl ihre grundlegenden Funktionen wahrnehmen als
auch auf externe Stimuli reagieren kann. Wahrend der Abbau von I&slichen
Proteinen Ubiquitin-abhangig Uber das Proteasom im Cytosol vermittelt wird,
erfordert der Abbau von Membranproteinen Wechselwirkungen mehrerer
Proteinkomplexe, zusammenfassend als ESCRT-Maschinerie (endosomal sorting
complex required for transport) bezeichnet und beinhaltet mehrere
Transportprozesse an endosomalen Membranen. Dabei Ubernimmt die ESCRT-
Maschinerie die Sortierung von Membranproteinen in die intraluminalen Vesikel
(ILV) der multivesikuldren, spaten Endosomen (multivesicular body, MVB) und
ermdglichen so den Transport in das vakuolare Lumen und damit letztlich den
Abbau zu degradierender Proteine. In Hefe und Saugern konnte gezeigt werden,
dass ubiquitinierte Proteine der Plasmamembran internalisiert und von der ESCRT-
Maschinerie erkannt werden. In Pflanzen wurden bislang nur wenige Komponenten
dieser Maschinerie funktionell charakterisiert und es konnte weder eine Ubiquitin-
vermittelte Internalisierung von Membranproteinen noch eine Interaktion mit

ESCRT-Komponenten an endosomalen Kompartimenten gezeigt werden.

Fir die Charakterisierung der ESCRT-Maschinerie und zur Untersuchung ihrer Rolle
an der Biogenese verschiedener Kompartimente, wurden biochemische, genetische
und ultrastrukturelle Methoden kombiniert. Durch die Produktion von Antikdrpern
gegen ESCRT-Komponenten und durch die Expression bestimmter ESCRT-
Proteine, wurden Lokalisierungsstudien durchgefuhrt und eine graduelle Verteilung
der ESCRT-Maschinerie entlang der Kompartimente des vakuolaren Transportwegs
gefunden. Die funktionelle Analyse von ESCRT-Mutanten zeigte, dass der
vakuolare Transport von diesen Komplexen abhangt und der Transport vom friihen
Endosom (TGN/EE) zum spaten Endosom (MVB/LE) nicht durch Transportvesikel
sondern durch einen Reifungsprozess erfolgt. Die Reifung des MVB/LE aus
Membranen des TGN/EE wurde durch den Nachweis von TGN-MVB Hybrid-
Strukturen bestatigt. Des Weiteren konnte Ubiquitin als Sortierungssignal fir
endocytischen Transport in Pflanzen identifiziert und Erkenntnisse Uber die
Bedeutung des Ubiquitinierungs-Status von zu degradierenden Proteinen gewonnen
werden.  Untersuchungen am  Gesamtorganismus (Arabidopsis  t-DNA-
Insertionslinien) zeigten, dass die Funktionalitat der ESCRT-Maschinerie nicht nur
auf molekularbiologischer Ebene, sondern auch flur die Entwicklung der Pflanze von

grofRer Bedeutung ist.



Summary

In order to maintain homeostasis and to react to external stimuli, synthesis and
degradation of proteins have to be dynamically balanced. While degradation of
soluble proteins is dependent on the proteasome, far less is known about the
turnover of membrane proteins. For degrading a membrane protein several large
protein complexes — the ESCRTs (endosomal sorting complex required for
transport) have to work hand in hand to mediate transport events at endosomal
membranes. Especially the sorting of membrane proteins into so called intraluminal
vesicles (ILVs) of multivesicular late endosomes (MVBJ/LE) is crucial for the
subsequent degradation in the lumen of the vacuole. In yeast it has been shown that
the ESCRT-machinery binds and internalizes ubiquitinated proteins of the plasma
membrane. In plants only a few components of this machinery have been
functionally characterized. Neither an ubiquitin-dependent internalization of
membrane proteins, nor the interaction of the ESCRT-machinery at endosomal

membranes has been described so far.

For the characterization of the ESCRT-machinery and to investigate its role in the
biogenesis of endosomal compartments, biochemical, molecular and genetic
methods have been combined. The production of antibodies and expression of
selected ESCRT-subunits led the way for localization studies which revealed a
gradual distribution of the ESCRT-machinery along compartments of the vacuolar
transport route. Functional analysis of ESCRT-mutants showed that vacuolar
transport and in particular transport steps from early endosomes (TGN/EE) to late
endosomes (MVBJ/LE) require the functionality of ESCRT. This and the existence of
TGN-MVB hybrid-structures suggest, that transport between early and late
endosomes occurs via maturation rather than via vesicular transport. Electron
microscopical evidence confirmed that MVBs/LEs mature from the TGN/EE.
Furthermore, ubiquitin could be identified as a sorting signal for internalization and
endocytic uptake of membrane proteins in plants. The importance of the two C-
terminal glycines of ubiquitin for internalization was examined. Finally, the
functionality of the ESCRT-machinery for developmental processes at the level of

the entire plant was investigated.



1 Einleitung

Im Laufe der Evolution haben eukaryotische Zellen ein komplexes, inneres
Membransystem entwickelt. Dieses Endomembransystem gewahrleistet eine
Unterteilung der Zelle in funktionell distinkte Reaktionsraume. Die als Organellen
oder Kompartimente bezeichneten Reaktionsrdume enthalten eine spezifische
Ausstattung an Lipiden, Enzymen und anderen Molekulen und stehen untereinander
durch dynamische und komplexe Transportvorgange in Verbindung. Das pflanzliche
Endomembransystem besteht im Wesentlichen aus dem endoplasmatischen
Retikulum, dem Golgi-Apparat, den Endosomen, der Plasmamembran, den
vakuolaren Kompartimenten und allen am Transport beteiligten Vesikeln (Palade,
1975).

1.1 Das Endomembransystem

Die Kompartimentierung und dadurch erforderlichen Transportprozesse sind in allen
eukaryotischen Zellen konserviert. Trotz des hohen Konservierungsgrades gibt es
einige Besonderheiten des pflanzlichen Endomembransystems. Neben der Existenz
verschiedener Vakuolentypen, gibt es spezielle Mechanismen, wie die Sekretion
von Polysacchariden flr den Aufbau der Zellwand, die nur in Pflanzenzellen

nachgewiesen wurden.
1.1.1 Das endoplasmatische Retikulum

Das endoplasmatische Retikulum (ER) hat, als Synthese— und Eintrittsort flr
Proteine des Endomembransystems, eine zentrale Rolle im Transportsystem der
Zelle. Es erstreckt sich als ausgedehntes Membransystem von der Kernhdlle bis in
die kortikalen Regionen der Zelle. Das pflanzliche ER erstreckt sich durch die
Plasmodesmata der Zellwand sogar Uber die Zellgrenzen hinaus und erméglicht so
einen interzelluldren Stoffaustausch (Lucas und Wolf, 1993; Haywood et al., 2002).
Das ER kann in verschiedene funktionelle Domanen unterteilt werden: in
transitorisches ER, glattes ER, raues ER und die Kernhille (Staehelin, 1997).
Obwohl das transitorische ER als Bildungsort fir Transportvesikel vermutet wurde,
konnte dieser Befund in Pflanzen ultrastrukturell nicht nachgewiesen werden
(Robinson et al., 2007). Verzweigte, netzartige Bereiche des ER ohne Ribosomen
werden als glattes ER bezeichnet und dienen der Lipidsynthese (Staehelin, 1997).
Das mit Ribosomen besetzte, raue ER stellt den Syntheseort flir Proteine dar, deren

kotranslationale Translokation direkt in das Lumen des ERs und damit in das
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Endomembransystem, erfolgt. Die Kernhlle trennt das Nukleoplasma vom Cytosol
ab und Transportprozesse kénnen deshalb nur Uber die nuklearen Porenkomplexe

erfolgen.

Die kotranslationale Translokation neu synthetisierter Proteine am rauen ER erfolgt
mehrstufig. Zuerst werden N-terminale Signalpeptide von freien Ribosomen
synthetisiert und durch Signal-Erkennungs-Partikel (signal recognition particle, SRP)
im Cytosol gebunden. Damit wird die Translation gestoppt und der gesamte
Komplex wird mit Hilfe eines SRP-Rezeptors zu den Membranen des ER geleitet
(Meyer, 1982). Nach Dissoziation des SRP wird die Translation wieder
aufgenommen und das naszierende Protein durch das so genannte Translokon in
das Lumen des ERSs transportiert (Walter und Blobel, 1981a, b; Walter et al., 1981).
Wahrend des Membrandurchtrittes werden die N-terminalen Signalpeptide von
Signalpeptidasen abgespalten und die Proteine zur weiteren Modifizierung in das
Lumen des ER entlassen (Shelness und Blobel, 1990). Hier werden die linearen
Polypeptide durch mehrstufige Modifikationen in ihre native Konformation gefaltet.
Bei dieser Faltung sind so genannte Chaperone beteiligt, die voriibergehend an
hydrophobe, ungefaltete Bereiche der Polypeptide binden kénnen und so eine
Uberfiihrung in die korrekte Raumstruktur erméglichen (Hartl, 1996). Die am besten
charakterisierten Chaperone sind BiP (binding immunoglobulin protein, Munro und
Pelham, 1986), Calreticulin (Denecke et al., 1995) und Calnexin (Hebert et al.,
1995). Ebenfalls im Lumen des ER findet eine weitere Protein-Modifizierung, die N-
Glykosylierung statt. Diese Modifizierung tragt zur korrekten Faltung von Proteinen,
sowie der Assemblierung von Protein-Komplexen bei und ist zudem fur die
Qualitatskontrolle des ER relevant (Vitale und Denecke, 1999). Fehlgefaltete
Proteine und inkorrekt assemblierte Komplexe werden von einem Kontrollsystem
erkannt und mittels ERAD (ER-associated protein degradation) Uber die
Translokons zurlick in das Cytosol geschleust und dort abgebaut (Brandizzi et al.,
2003b). Erst nach abgeschlossener Modifikation, korrekter Faltung bzw.
Assemblierung und Qualitatskontrolle, werden Proteine durch vesikularen Transport

zum Golgi-Apparat befordert.
1.1.2 Der Golgi-Apparat

Als pflanzlichen Golgi-Apparat versteht man die Gesamtheit aller Dictyosomen einer
Zelle. Dictyosomen bestehen aus Stapeln membranumschlossener Zisternen, den
Golgi-Stapeln. Die Anzahl der Zisternen je Dictyosom, sowie die Anzahl der
Dictyosomen selbst, variiert sowohl innerhalb verschiedener Pflanzenarten als auch

innerhalb verschiedener Zelltypen stark (Dupree und Sherrier, 1998). Dictyosomen
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zeigen einen polaren Aufbau und werden in einen cis-, medial-, und trans-Golgi
unterteilt; dem sich das trans-Golgi Netzwerk (TGN) anschlief3t (Nebenfuehr und
Staehelin, 2001). Diese, klar von den Zisternen abgegrenzte, tubulo-vesikulare
Struktur wird auf Grund seiner Funktion innerhalb des Endomembransystems den
endosomalen Kompartimenten zugeordnet (Dettmer et al., 2006; Lam et al., 2007).
Der Golgi-Apparat ist ein zentrales Kompartiment des Endomembransystems und
Ubernimmt eine Vielzahl von Aufgaben. Neben der Synthese und Sortierung von
Zellwandpolysacchariden und der Modifizierung sekretorischer Proteine (Dupree
und Sherrier, 1998), besteht seine Hauptaufgabe in der Proteinsortierung zu den

verschiedenen Kompartimenten des Endomembransystems.

Der pflanzliche Golgi-Apparat unterscheidet sich in einigen wichtigen Eigenschaften
strukturell und funktionell vom Golgi-Apparat der Hefe und Sauger (Robinson et al.,
2007). So sind Golgi-Stapel nicht statisch um den Zellkern angeordnet, sondern
polydispers im Cytosol verteilt (Boevink et al., 1998; Nebenfuehr et al., 1999) und
hoch mobil (Boevink et al., 1998; Brandizzi et al., 2003a).

1.1.3 Die endosomalen Kompartimente

Das endosomale System in Saugern und Hefe besteht aus mehreren
Kompartimenten, welche in Struktur, Zusammensetzung und Funktion variabel sind
(Gruenberg und Stenmark, 2004). Recycling-Endosomen (RE) sind fir die
Sortierung und das Rezyklieren von Proteinen, frihe Endosomen (early endosomes,
EE) fur die Aufnahme endocytierter Vesikel und spate Endosomen (late endosomes,
LE) fir den Transport zu den Lysosomen bzw. den Vakuolen verantwortlich. Wegen
der Beteiligung am Proteintransport zur Vakuole werden LE auch als pravakuolare
Kompartimente (PVC) bezeichnet. In Pflanzen wurde gezeigt, dass ein
endosomales, multivesikulares Kompartiment die Funktion eines PVC auslibt (Tse
et al., 2004). Diese multivesikularen Korper (multivesicular body, MVB) sind durch
die Abschnirung von Vesikeln in das eigene Lumen gekennzeichnet (Gruenberg
und Stenmark, 2004; Wollert und Hurley, 2010). Verantwortlich fir die Bildung
dieser intraluminalen Vesikel (ILV) sind heterologe Proteinkomplexe, die als
Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) bezeichnet werden
(Hurley und Emr, 2006). Nur durch die Fusion der duReren Membran der MVBs/LEs
kénne integrale Membranproteine der ILV in das vakuolare Lumen entlassen und so
fur die Degradierung zuganglich gemacht werden (siehe Abb. 1.1, B). Werden
Membranproteine in Vesikeln ohne ILV transportiert, fusionieren sie mit dem

Tonoplasten und kdnnen nicht degradiert werden (siehe Abb. 1.1, A).
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EE sind die ersten Kompartimente auf dem endocytischen Transportweg. Es konnte
gezeigt werden, dass die tubulo-vesikularen Strukturen des TGNs und das EE
funktionelle Subdomanen des gleichen Kompartiments sind (Dettmer et al., 2006;
Lam et al., 2007; Otegui und Spitzer, 2008, Robinson et al., 2008). Da es zudem
raumlich getrennt vom Golgi-Apparat auftreten kann, ist es als unabhangiges
Kompartiment zu betrachten (Foresti und Denecke, 2008; Viotti et al., 2010). In
Pflanzen stellt das TGN/EE ein en route-Kompartiment auf dem Weg zur Vakuole
dar. Uber den sekretorischen Transportweg erhélt es vakuolare Proteine, die mittels
Rezeptor-Liganden-Interaktion sortiert werden missen (Robinson und Hinz, 1997;
Neuhaus und Rogers, 1998; Rojo und Denecke, 2008).

A B

] PM
) L) TGNEEE

Q Transportvesikel g‘
OG.
\ Q2 \v

MVB/LE

lytische Vakuole lytische Vakuole

Abb. 1.1: Mechanismus zur Degradierung von Membranproteinen. Ein direkter
Vesikeltransport von der Plasmamembran (PM) zur Vakuole wirde dazu fihren, dass die zu
degradierenden Proteine in den Tonoplast inseriert werden (A) und nicht abgebaut werden
kénnen. Ein Transport von frlihen Endosomen (TGN/EE) Uber die intraluminalen Vesikel
(ILV) des MVB/LE ist notwendig, damit Membranproteine das Lumen der lytischen Vakuole
erreichen und somit zuganglich fur Hydrolasen und andere degradierende Enzyme sind (B).

Das TGN/EE fungiert somit als Schnittstelle zwischen vakuolarem Transport und der
Endocytose. Obwohl es Befunde gibt, die flir einen sekretorischer Transport Giber
das TGN/EE zur Plasmamembran (PM) sprechen (Viotti et al., 2010), ist die
Beteiligung des TGN/EE an der Sekretion noch unzureichend untersucht. So ist
beispielsweise die Sekretion von Untereinheiten des Zellulase-Synthase-Komplexes
Uber den Golgi-Apparat, aber ohne Beteiligung des TGN/EE, zur Zellwand mdglich
(Crowell et al., 2009). Analog zur Situation in Sdugern scheint auch das pflanzliche
TGN/EE zu einem spaten Endosom zu reifen (Niemes et al., 2010b; Scheuring et
al., Manuskript eingereicht). Auch eine weitere Reifung der spaten Endosomen
(PVCs) zu einem spaten PVC (late PVC) vor der Fusion mit der Vakuole scheint
mdglich (Foresti et al., 2010).
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Viele der endocytierten Membranproteine, wie zum Beispiel verschiedene
Transporter oder Rezeptoren wie BRI1 (Brassinosteroid-insensitive 1), missen fur
eine Wiederverwendung standig rezyklieren (Viotti et al., 2010). In Sugern ist
sowohl ein direktes Rezyklieren zwischen dem EE und der PM als auch ein Zyklus
Uber das EE zum RE und erst dann zur PM beschrieben (Maxfield und McGraw,
2008). Wahrend das Rezyklieren von Membranproteinen zwischen TGN/EE und PM
in Pflanzen gezeigt werden konnte (Geldner et al., 2003; Kleine-Vehn et al., 2006;
Geldner et al., 2007; Kleine-Vehn et al., 2008), sind RE bisher morphologisch nicht
beschrieben worden. Allerdings mehren sich in den letzten Jahren die Indizien fir
die Existenz pflanzlicher Recycling-Endosomen (Geldner et al., 2003; Chow et al.,
2008; Jaillais et al., 2008).

1.1.4 Die vakuolaren Kompartimente

Neben ihren lytischen Funktionen nehmen pflanzliche Vakuolen weitere Aufgaben,
wie die Erhaltung des Zellturgors oder Speicherfunktionen von Proteinen, lonen und
anderen Stoffwechselmetaboliten wahr (Wink, 1993). Vakuolen sind von einer
Membran, dem Tonoplasten, umgeben und koénnen sich morphologisch und
funktionell unterscheiden (Marty, 1999; Hinz et al., 1999). Funktionell kann man
Vakuolen in zwei Hauptklassen unterteilen (Zouhar und Rojo, 2009): in lytische
Vakuolen (LV) und Proteinspeichervakuolen (PSV). Verschiedene Vakuolen kénnen
nicht nur in unterschiedlichen Geweben, sondern sogar innerhalb derselben Zelle
vorkommen (Hoh et al., 1995; Paris et al.,, 1996) und besitzen charakteristische
Proteinausstattungen (Hwang et al., 2005). Anhand spezifischer Membranproteine
des Tonoplasten, den tonoplast intrinsic proteins (TIPs), kébnnen LV von PSV
unterschieden werden: So sind LV durch die Isoform y-TIP und PSV durch die
Isoformen &-TIP und a-TIP charakterisiert (Swanson et al., 1998; Jauh et al., 1999).

Der Transport zu den verschiedenen Vakuolentypen erfolgt durch unterschiedliche
Sortierungssignale vakuolarer Proteine. Die Signale zur Sortierung (vacuolar sorting
signals, VSSs) resultieren aus der Aminosauresequenz und lassen sich in drei
Kategorien einteilen: in sequenzspezifische VSS (ssVSS), die am N- und C-
Terminus funktionieren, in C-terminale VSS (ctVSS) und in strukturelle VSS
(physical structures, psVSS) (Matsuoka et al., 1990; Holwerda et al., 1992). Fir die
N-terminalen sequenzspezifischen vakuoldren Sortierungssignale gibt es einen
Konsens, die Aminosauresequenz NPIR (Matsuoka und Neuhaus, 1999). Fur einen
Gesamtuberblick sei auf die Fachliteratur verwiesen (Robinson et al., 2005; Vitale
und Hinz, 2005; Zouhar und Rojo, 2009). Die Sortierungssignale Iéslicher vakuolarer

Hydrolasen werden von Rezeptoren der VSR-Familie (vacuolar sorting receptor) am
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trans-Golgi bzw. am TGN/EE gebunden und dieser Ligand-Rezeptor-Komplex
anschlieend zum MVB/LE/PVC transportiert (Neuhaus und Rogers, 1998,
Robinson et al.,, 1998). Dieser Transportschritt erfordert die Rekrutierung des
Ligand-Rezeptor-Komplexes Uber ein Tyrosin-Motiv (YXX®) der VSR in spezielle
Transportvesikel, die CCVs (clathrin-coated vesicles; Happel et al., 2004). Neuere
Befunde stellen dieses Szenario jedoch in Frage und stellen dem Clathrin-
vermittelten Transport zwischen trans-Golgi bzw. TGN/EE und MVB/LE eine
Reifung des TGN/EE zum MVB/LE gegeniber (Niemes et al., 2010b; Scheuring et
al., Manuskript eingereicht). Neben dem Clathrin-vermittelten Transport zur LV
wurde ein Transportweg Uber elektronendichte Vesikel (dense vesicles, DVs),
ausgehend vom cis-Golgi zur PSV identifiziert (Hinz et al., 1999; Hillmer et al.,
2001). In diesem Fall erfolgt die Ligandenbindung Uber Rezeptoren der RMR-
Familie (lumenal Receptor homology domain, trans Membrane domain and Ring-H2
motif in the cytoplasmic tail protein; Hinz et al., 2007; Park et al., 2007). Als weitere
Klasse von Vesikeln wurden in Kirbiszellen (Cucurbita) so genannte precursor-
accumulating (PAC) Vesikel identifiziert, die den Transport von Speicherproteinen
vom ER direkt zur PSV vermitteln (Hara-Nishimura et al., 1998; Shimada et al.,
2002).

1.2 Transportwege des Endomembransystems

1.2.1 Mechanismen des Vesikeltransportes

Transportprozesse des Endomembransystems werden durch verschiedene
Transportvesikel, die von einer charakteristischen Proteinhille umgeben sind,
vermittelt. Fir die Proteinsortierung in diese Vesikel, bedarf es komplexer
Sortierungsmechanismen. Das zugrunde liegende Prinzip lasst sich in drei
Teilschritte gliedern (Rothman und Wieland, 1996): Zuerst werden Hullproteine aus
dem Cytosol an bestimmte Membranbereiche rekrutiert und es erfolgt die Bildung
und Abldsung eines Transportvesikels. Im zweiten Schritt dissoziieren die
Hullproteine und erméglichen so die Anlagerung des Vesikels an die Zielmembran.
Im letzten Schritt erfolgen die Fusion des Vesikels mit der Zielmembran und die
Freigabe der Fracht in das entsprechende Kompartiment (Robinson und Hinz, 1999;
Kirchhausen, 2000). Die Regulierung des gesamten Mechanismus setzt die
Wechselwirkung verschiedener Einzelkomponenten voraus. Allein fur die
Vesikelbildung missen mehrere Proteine interagieren. Im Fall der mit COP (coat-
proteins) beschichteten Vesikel, kontrollieren GTPasen die Rekrutierung von

Hullproteinen. Diese GTPasen missen durch GDP/GTP-austauschende Proteine
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(GDP/GTP exchange factor, GEF) aus dem Cytosol an die Membran rekrutiert
werden, bevor sie aktiviert werden und Hillproteine binden kénnen (Rutherford und
Moore, 2002; Lupashin und Sztul, 2005). Komponenten der Hullproteine
interagieren direkt mit fir den Transport bestimmten Membranproteinen, wahrend
I6sliche Proteine durch Rezeptoren gebunden werden missen. Die Fusion der
Transportvesikel mit der Zielmembran schlief3t die Interaktion von SNARE-Proteinen
(soluble NSF attachment protein receptor) mit SNAP (soluble NSF attachment
protein) und NSF Proteinen (N-ethylmaleimide-sensitive factor) ein (Hong 2005,
Jahn und Scheller, 2006; Lipka et al., 2007). Neben den SNARE-Proteinen sind
Rab-GTPasen (Sogaard et al.,, 1994; Rutherford und Moore, 2002; Lupashin und
Sztul, 2005) und so genannte Tethering-Faktoren (Whyte und Munro, 2002) flr die

Spezifitat der Vesikelfusion entscheidend.
1.2.2 Der sekretorische Weg

Als sekretorischer Weg wird der Transportweg von Proteinen und Lipiden vom ER
zum Golgi-Apparat und von dort zur PM, also bis in den Extrazellularraum
bezeichnet. Der friihe sekretorische Weg beschreibt den Transport zwischen ER
und Golgi-Apparat; als spaten sekretorischen Weg bezeichnet man die
Transportvorgange ausgehend vom TGN/EE zur PM und die Sortierung zu den
vakuolaren Kompartimenten. Eine Selektivitat der Transportschritte erfolgt Uber
verschiedene Vesikeltypen, die sich in der Zusammensetzung ihrer Hullproteine
unterscheiden (Schekman und Orci, 1996; Robinson et al., 1998a). Verschiedene
Klassen von Transportvesikeln sind bekannt: COPI-Vesikel bestimmen den
retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum ER; COPII-Vesikel sind fir den
anterograden Transport zwischen ER und Golgi-Apparat verantwortlich und CCVs
vermitteln Transportschritte am TGN/EE. Fir das Recycling der vakuolaren
Sortierungsrezeptoren gibt es eine weitere Klasse von Transportvesikeln, die mit
einer als Retromer bezeichneten Proteinhille die Spezifitat des Transportes

gewabhrleisten.
Der friihe sekretorische Weg

Der anterograde Transport Uber COPII-Vesikel stellt flr l6sliche Proteine den
Standardtransportweg (default pathway) dar. lhr Transport erfordert kein
Sortierungssignal und findet an definierten ER-Exportstellen (ER export sites,
ERES) statt (Barlowe, 1998). Von hier werden l6slichen Proteine ohne Signal
kontinuierlich vom ER {ber den Golgi-Apparat bis in den Extrazellularraum

transportiert (Chrispeels, 1991; Denecke et al., 1992). Um von diesem Hauptstrom
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(bulk flow) des Transportes abzweigen zu kdnnen, bendtigen Proteine spezifische
Sortierungssignale (Pfeffer und Rothman, 1987), wie beispielsweise die
besprochenen vakuolaren Sortierungssignale (siehe 1.1.4). Lésliche ER-residente
Proteine, die das ER Uber den default pathway (siehe Abb. 1.2) verlassen haben,
muissen demnach am Golgi-Apparat aussortiert und fir eine Anreicherung zurlick
zum ER transportiert werden. Dieser Mechanismus ist als ER-Retention
beschrieben (Vitale und Denecke, 1999). Fiur den Export von Membranproteinen
aus dem ER gibt es keinen Standardweg; COPII-Hullproteine kénnen mit
unterschiedlichen ER-Exportsignalen in den cytosolischen Bereichen von
Membranproteinen interagieren und diese so in entstehende Vesikel sortieren
(Uberblick in Barlowe, 2003; Matheson et al., 2006; Robinson et al., 2007).

PM * ‘Endocyhscher Weg
CCVs MVBILE
defau!tpv
COPIl _—p
{.} \ % vakuolérer
/ Transportweg
TGN/EE
/
<“—{ corl
ER Golgi lytische Vakuole

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Transportprozesse des pflanzlichen
Endomembransystems. Ausgehend vom ER wird der anterograde Transport zum Golgi
durch COPII-Vesikel und der retrograde Transport durch COPI-Vesikel vermittelt. Losliche
Proteine ohne Sortierungssignal treten automatisch in den default pathway ein und
verlassen Uber den frans-Golgi bzw. das trans-Golgi Netzwerk/friihe Endosom (TGN/EE) die
Zelle. Proteine mit vakuoldrem Sortierungssignal werden am trans-Golgi bzw. TGN/EE
aussortiert und gelangen uber das multivesikulare spate Endosom (MVB/LE) zur Vakuole.
Ausgehend von der Plasmamembran (PM) werden Proteine endocytiert und in clathrin-
coated vesicles (CCVs) zum frithen Endosom (TGN/EE) transportiert. Hier fusionieren der
endocytische und der vakuolare Transportweg und endocytierte Proteine kénnen Uber das
MVBJ/LE die Vakuole erreichen.

Der retrograde Transport vom cis-Golgi zum ER erfolgt durch COPI-Vesikel und
gewahrleistet zudem, dass der Membranfluss zwischen ER und Golgi-Apparat
ausgeglichen bleibt (Lewis und Pelham, 1996). Das notwendige Signal zum
Rucktransport lI6slicher Proteine wurde als C-terminale Aminosauresequenz HDEL
in Saugern (Munro und Pelham, 1987), respektive als C-terminale
Aminosauresequenz KDEL in Hefe (Pelham, 1998) identifiziert. In Pflanzen fuhrt
sowohl das Tetrapeptid HDEL als auch die KDEL-Sequenz zur Retention von

Proteinen im ER (Denecke et al., 1992). Fir Membranproteine konnte eine Sequenz
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bestehend aus zwei Lysinen (KKXX oder KXKXX), in den cytosolischen Domanen
als ER-Retentionssignal identifiziert werden, wobei X eine beliebige Aminosaure
darstellt (Nilsson et al., 1989; Jackson et al., 1993).

Der spate sekretorische Weg

Ausgehend vom Golgi-Apparat, verzweigt sich der spate sekretorische Weg in den
Transportweg zur PM und den Transportweg zur lytischen Vakuole (siehe Abb. 1.2).
Die Rolle des multifunktionellen TGN/EE der Pflanzen ist hierbei noch unzureichend
untersucht. Wahrend gezeigt werden konnte, dass der Rezeptor BRI1 auf dem Weg
zur PM dber das TGN/EE transportiert wird (Viotti et al., 2010), erreichen andere
Membranproteine, wie etwa Untereinheiten der Zellulase-Synthase-Komplexe die
PM, ohne das TGN/EE passieren zu missen (Crowell et al., 2009). Nach derzeitiger
Lehrmeinung vermitteln hierbei die CCVs sowohl den selektiven Proteintransport
vom trans-Golgi bzw. TGN/EE zu den multivesikularen, pravakuolaren
Kompartimenten (MVB/LE/PVC; Neuhaus und Rogers, 1998; Robinson et al., 1998)
als auch den endocytischen Transport, ausgehend von der PM zum TGN/EE
(Dhonukshe et al., 2007). Die Proteinhille von CCVs besteht aus einem Clathrin-
Gerlst und Adaptor-Komplexen, die als Bindeglied zwischen Membranproteinen
und dem Clathrin-Gertst dienen. Das Clathrin-Gerust setzt sich aus den so
genannten Clathrin-Triskelia zusammen, die wiederum aus drei leichten Clathrin-
Ketten (clathrin light chain, CLC) und drei schweren Clathrin-Ketten (clathrin heavy
chain, CHC) aufgebaut sind. Die heterotetramerischen Adaptor-Komplexe liegen im
Cytosol vor und bestehen aus vier Untereinheiten, den Adaptinen (Kirchhausen und
Harrison, 1981). Sie enthalten einerseits die Clathrin-Bindestelle, andererseits
interagieren sie mit cytosolischen Domanen von Membranproteinen, wie
beispielsweise Rezeptoren. Eines der haufigsten Sortierungssignale innerhalb
dieser cytosolischen Domanen ist hierbei eine spezifische Aminosauresequenz, die
auf Tyrosin basiert. Diese so genannten Tyrosin-Motive (YXX®, wobei X eine
beliebige und ® eine Aminosaure mit hydrophober Seitenkette darstellt) sind auch in
den vakuolaren Sortierungsrezeptoren der VSR-Familie zu finden (Happel et al.,
2004). Folglich werden VSR in CCVs sortiert und zu den pravakuolaren
Kompartimenten transportiert. Hier wird eine Dissoziation von Rezeptor und Ligand,
aufgrund des vermuteten sauren pH-Wertes angenommen. Wahrend Liganden
durch die Fusion des MVB/LE/PVC mit der Vakuole ihr Zielkompartiment erreichen,
werden die VSR durch Interaktion mit Hdillproteinen des Retromers recycelt
(Oliviusson et al., 2006; Foresti und Denecke, 2008). Neuere Befunde stellen das
postulierte Retromer-vermittelte Recycling von VSR vom MVB/LE/PVC zum
TGN/EE in Frage. So wurden Untereinheiten des Retromers am TGN/EE lokalisiert
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und demzufolge wird wahrscheinlich sowohl die Assemblierung des Retromers als
auch das VSR-Recycling an diesem Kompartiment initiiert (Niemes et al., 2010b).
Obwohl es Hinweise auf ein VSR-Recycling vom TGN/EE zum ER gibt (Niemes et
al., 2010a), konnte das Zielkompartiment des Recyclings bisher nicht eindeutig

identifiziert werden.

1.2.3 Der endocytische Weg

Die Aufnahme von Proteinen und Lipiden in die Zelle ist sowohl fiir die Ausbildung
und Erhaltung der Zellpolaritat als auch fir die Zellkommunikation und die
Interaktion mit der Umgebung von immenser Bedeutung (Doherty und McMahon,
2009; Shivas et al., 2010). Der Prozess der Endocytose schlief3t die Bildung von
Vesikeln an der PM, sowie deren Transport zu den endosomalen Kompartimenten
(siehe 1.1.3) ein. Obwohl die Endocytose in Saugern durch die Entdeckung der
Rezeptor-vermittelten Aufnahme von Insulin schon seit Jahrzehnten bekannt ist
(Gorden et al., 1982), wurde die Endocytose in Pflanzen erst in den letzten Jahren
vollstdndig bewiesen. Die grolle Skepsis gegenlber pflanzlicher Endocytose
basierte auf dem hohen Zellturgor in Pflanzenzellen: Eine Aufnahme von Molekiilen
entgegen des Druckgefalles schien unwahrscheinlich (Cram, 1980). Erste Indizien
fur die Existenz der Endocytose in Pflanzen lieferten die Aufnahme von
Indikatorsubstanzen in Protoplasten (Hillmer et al., 1986; Tanchak und Fowke,
1987). Seit der Einfuhrung amphiphiler, fluoreszierender Farbstoffe (z.B. FM4-64)
und der Identifizierung endocytierter Frachtmolekile, wie etwa PIN1 (pin-formed 1)
oder den Rezeptoren BRI1 und FLS2 (flagellin sensitive 2), gilt die Existenz der
Endocytose als bestatigt (Russinova und deVries, 2006; Altenbach und Robatzek,
2007; Dhonukshe et al., 2007). Sowohl die der Vesikelbildung vorausgehende
Einstllpung der PM durch die Assemblierung von Clathrin-Molekulen (clathrin
coated pits) als auch die Existenz der Clathrin-Maschinerie (siehe 1.2.2) wurde
bereits in Pflanzen nachgewiesen (Robinson und Hillmer, 1990; Holstein, 2002,
Barth und Holstein, 2004; Holstein und Oliviusson, 2005).

1.3 Ubiquitin als Sortierungssignal fur die Endocytose

In Hefe ist die Aufnahme bestimmter Rezeptoren und Transporter von der Funktion
des Ubiquitins als Internalisierungssignal abhangig (Rotin et al., 2000; Hicke, 2001).
Auch in Saugern wurden analoge Mechanismen beschrieben (Hicke und Dunn,
2003). Ubiquitin ist ein konserviertes, aus 76 Aminosauren aufgebautes Protein,
welches in allen Eukaryoten vorliegt (Pickart und Eddins, 2004). Die in Arabidopsis

beschriebenen 14 Mitglieder der Ubiquitin Gen-Familie kodieren alle fir ein
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identisches Protein (Callis et al., 1995). Die Verknlipfung von Ubiquitin mit
verschiedenen Proteinen wird als Ubiquitinierung bezeichnet und stellt die haufigste
posttranslationale Protein-Modifizierung dar. Hierdurch werden verschiedene
Zellantworten, wie die Degradierung von |6slichen Proteinen durch das
Proteasom, Membran-Transport, DNA-Reparatur, Zell-Zyklus-Regulation und
Signaltransmission eingeleitet (Hurley et al., 2006). Eine der wichtigsten Funktionen
der Ubiquitinierung ist es, Ubiquitin kovalent mit Proteinen zu verknipfen, die fir
den Abbau bestimmt sind. In einer Reihe von Einzelschritten vermitteln Ubiquitin-
Ligasen die Bindung der Carboxyl-Gruppe des C-terminalen Glycins von Ubiquitin
an Amino-Gruppen der Lysine des Substrats. Sobald die erste Ubiquitin-Einheit
gebunden hat, koénnen weitere Ubiquitin-Einheiten durch Ubiquitin-Ligasen
konjugiert werden (Peng et al., 2003; Xu und Peng, 2008). Die Anzahl und
raumlicher Orientierung, der bei dieser Polyubiquitinierung hinzugefligten Ubiquitin-
Einheiten, bestimmt dann das weitere Schicksal der modifizierten Proteine (Hicke
und Dunn, 2003). Insgesamt finden sich 7 Lysine in der Aminosduresequenz von
Ubiquitin, die fur eine Polyubiquitinierung in Frage kommen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Ubiquitin-Bindung an verschiedene Lysine eine Modulation der
markierten Proteine bedingt (Kim et al., 2007; lkeda und Dikic, 2008). Der erste
gefundene Bindungstyp in Polyubiquitin-Ketten, war die Bindung an das Lysin an
Position 48 von Ubiquitin. Diese Art der Verknupfung markiert Proteine fur die
Degradierung durch das 26S-Proteasom im Cytosol (Chau et al., 1989; Finley et al.,
1994). Ein weniger gut verstandener Mechanismus ist die Bindung monomerer
Ubiquitin-Einheiten an Membranproteine. In Sdugern konnte gezeigt werden, dass
die Markierung von Membranproteinen durch monomeres Ubiquitin zur Sortierung in
das Lumen des MVBY/LE fiihrt und diese anschlieRend in den Lysosomen degradiert
werden (Raiborg und Stenmark, 2009; Stringer und Piper, 2011). Der zugrunde
liegende Sortierungsmechanismus wird in mehreren Schritten von cytosolischen
Protein-Komplexen, zusammen als ESCRT bezeichnet (endosomal sorting complex

required for transport), ausgefihrt (Raiborg und Stenmark, 2009).

1.4 Die Rolle des ESCRT im Abbau von Membranproteinen

Eines der bestuntersuchten Beispiele fir die Interaktion von ubiquitinierten
Membranproteinen mit der ESCRT-Maschinerie in Saugern ist die Regulierung
(down-regulation) des EGF-Rezeptors (epidermal growth factor; Dupre et al., 2004).
Basierend auf dieser Studie wurde postuliert, dass ubiquitinierte Membranproteine
durch Interaktion mit Ubiquitin-bindenden Domanen (ubiquitin binding domains,

UBDs) bestimmter ESCRT-Untereinheiten an Endosomen erkannt und



Einleitung 12

anschlielend in intraluminale Vesikel (ILV) internalisiert werden (Hurley und Emr,
2006; Hurley et al., 2006; Raiborg und Stenmark, 2009). Die ESCRT-Maschinerie ist
in allen Eukaryoten konserviert (Leung et al., 2008) und flr nahezu alle in Sdugern
und Hefe beschriebenen ESCRT-Untereinheiten wurden pflanzliche Homologe
gefunden (Spitzer et al., 2006; Winter und Hauser, 2006; Schellmann und Pimpl,
2009).

1.4.1 Die molekulare Funktion der ESCRT-Maschinerie

Die ESCRT-Funktion kann in drei Abschnitte unterteilt werden: Erkennung und
Bindung ubiquitinierter Proteine und deren Anreicherung an endosomalen
Membranen (1), Sortierung in bestimmte Membranbereiche, sowie Einstlulpung bzw.
Krimmung dieser Bereiche (2) und Abschnirung der entstehenden ILV in das
endosomale Lumen (3). Des Weiteren ist die ESCRT-Maschinerie an nicht-
degenerativen Prozessen, wie etwa dem Transport von Hydrolasen in die
Vakuole/Lysosomen beteiligt. Einige Hydrolasen werden als inaktive Vorlaufer
(precursor)-Formen transportiert und erreichen nur ber eine Sortierung in die ILV
des MVB/LE das Lumen der Vakuole, wo sie aktiviert werden (Odorizzi et al., 1998).
Es konnte zudem gezeigt werden, dass ESCRT eine essentielle Funktion bei der
Membranabschniirung entstehender Tochterzellen wahrend der Cytokinese besitzt
(Wollert et al., 2009; Elia et al., 2011). Insgesamt besteht die ESCRT-Maschinerie
aus vier heterologen Protein-Komplexen: ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il und
ESCRT-III, sowie weiteren assoziierten Proteinen. Die ESCRT-assoziierten Proteine
werden als Vps4-Vta1-Komplex bezeichnet und teilweise als eigener, finfter
ESCRT-Teilkomplex gesehen (Hurley und Ren, 2009). Komponenten der ESCRT-
Maschinerie werden aus historischen Griunden als Vps-(vacuolar protein sorting)
Proteine bezeichnet. Insgesamt sind 20 der 60 in Hefe gefundenen Vps-Gene an
der Bildung der ESCRT-Teilkomplexe beteiligt. Defekte im vakuolaren Transport der
Hefe, flhrten zur Gruppierung der untersuchten Gene in die Klassen A-F. Vps-
Gene, deren Mutation zu morphologischen Anderungen der MVBs/LEs, zu so
genannten class E compartment flhrten, werden der Klasse E (class E)

zugesprochen (Raymond et al., 1992; Hurley, 2008).

Das urspringliche Arbeitsmodell zur Interaktion der ESCRT-Teilkomplexe
beschreibt die Assemblierung der ESCRT-Maschinerie als eine Kaskade gemaf
ihrer numerischen Reihenfolge, ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-Il und schliefdlich
ESCRT-Ill. Die serielle Abfolge der ESCRT-Bindung wird deshalb auch als
Forderband-Model (conveyer belt model) bezeichnet (Babst, 2005). In den letzten

Jahren konnte auch eine parallele Abfolge der ESCRT-Interaktion gezeigt und dem
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Forderband-Model das so genannte concentric circle model gegenuber gestellt
werden (Nickerson et al., 2007). Hierfir spricht beispielsweise, dass ESCRT-I direkt
mit ESCRT-III interagieren kann (Bowers et al., 2004; Pineda-Molina et al., 2006)
und fur die Degradierung des EGF-Rezeptors in Sdugern ESCRT-II nicht notwendig
ist (Bowers et al., 2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ESCRT-I und
ESCRT-Il gemeinsam fir die Protein-Anreicherung an endosomalen Membranen
verantwortlich sind und die Bildung von ILV parallel initiieren (Wollert und Hurley,
2010). Einen Uberblick aller ESCRT-Komponenten gibt Tabelle 1. In den nachsten
Abschnitten wird die Nomenklatur aus Hefe verwendet und das gangige
Forderband-Model der molekularen ESCRT-Funktion besprochen (siehe Abb. 1.3).

Vta1/LIP5

ESCRT-0
> ESCRT-Dissoziation

s : Cytosol

ESCRT
Initiierung

ESCRT-0 : endosomale
C_Clathrin ) d ] Membran

------------------

PI(3)P

endosomales Lumen

Abb. 1.3: Vereinfachtes Model der ESCRT-Maschinerie. Die gesamte Maschinerie
besteht aus 4 heterologen Protein-Komplexen (ESCRT-0, -I, -ll und —Ill), sowie weiteren
assoziierten Proteinen, die gemalR des Foérderband-Models (Babst, 2005) in Serie
interagieren. Durch Ubiquitin (Ub) markierte Membranproteine werden von ESCRT-0 erkannt
und an endosomale Phosphoinositide (PI(3)P) rekrutiert. ESCRT-I und —II konzentrieren die
zu degradierenden Membranproteine mit Hilfe von Clathrin in Membraneinstilpungen.
ESCRT-IIl und Interaktionspartner sind sowohl fir die Abschniirung der ILV als auch fir das
Recycling der Ub-Molekiile zustéandig (BRO1 bindet ESCRT-IIl und interagiert mit dem
deubiquitinierenden Enzym Doa4). Did2 und CHMP1 binden an ESCRT-IIl und rekrutieren
die AAA-ATPase Vps4, die funktionell als doppelter hexamerischer Ring vorliegt und Energie
fur die Dissoziation von ESCRT-IIl bereit stellt. Diese wiederum wird von Vtal und LIP5
reguliert. (Abbildung modifiziert nach Hurley und Emr, 2006 und Otegui und Spitzer, 2008).

1.4.2 ESCRT-O: Erkennung und Akkumulierung von Frachtmolekulen

ESCRT-0 besteht aus den Untereinheiten Vps27 und Hse1 und initiiert die ESCRT-
Maschinerie (Williams und Urbe, 2007). Dabei interagieren verschiedene Ubiquitin-

bindende Motive von Vps27 und Hse1, wie das ubiquitin-interacting motif (UIM) mit
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ubiquitinierten Rezeptoren und anderen Membranproteinen (Wollert et al., 2009).
Fur die Interaktion von ESCRT-0 mit der ESCRT-I Komponente Vps23 ist Vps27
verantwortlich (Katzmann et al.,, 2003). Die FYVE-Domane in Vps27 bindet an
Phosphatidylinositol-3-phosphate  (PI(3)P) und rekrutiert damit ESCRT-0 an
Endosomen (Raiborg et al., 2001). Hier wird eine Anreicherung ubiquitinierter
Proteine mit Hilfe einer Clathrin-Auflagerung (clathrin plaque) in Mikrodomanen
vermutet (Clague, 2002). Diese Clathrin-Auflagerung ist sowohl an der Oberflache

friher als auch spater Endosomen sichtbar (Sachse et al., 2002; Murk et al., 2003).
1.4.3 ESCRT-l und ESCRT-Il: Membran-Einstiilpung und Sortierung
ESCRT-

ESCRT-I besteht aus den vier Untereinheiten Vps23, Vps28, Vps37 und Mvb12, die
stochiometrisch zu gleichen Teilen vorliegen (Chu et al., 2006). ESCRT-I bildet eine
25 nm lange Struktur, die aus einem Kopfteil und einem Uber einen starren Steg
verbundenen Endstick besteht (Kostelansky et al., 2007). Der Kopfteil interagiert
mit ESCRT-Il und das Endstick (Vps23) Ubernimmt die Interaktion mit
ubiquitinierten Proteinen und ESCRT-0 (Vps27; Kostelansky et al., 2007). Somit
rekrutiert Vps23 durch Interaktion mit Vps27 ESCRT-I an Endosomen (Katzmann et
al., 2003). Der weitere Verlauf der ESCRT-Assemblierung erfolgt dann durch die
Vps28 Untereinheit, die an Vps36 bindet (Teo et al., 2006).

ESCRT-II

ESCRT-II setzt sich aus einer Vps36, einer Vps22 und zwei Vps25 Untereinheiten
zusammen (Hierro et al., 2004). In Saugern erfolgt die Bindung von Vps28 durch
eine, der GLUE-Doméane (GRAM-like ubiquitin-binding in Eap45) benachbarten
Helix von VPS36 (Slagsvold et al., 2005). Die GLUE-Doméane selbst bindet sowohl
an PI(3)P als auch an Ubiquitin (Alam et al., 2006). In Hefe finden sich zwei so
genannte NZF-Zinkfinger Unterdoméanen innerhalb der GLUE-Domane von Vps36,
die eine Bindung mit Vps28 und gleichzeitig eine Interaktion mit Ubiquitin vermitteln
(Teo et al., 2006). In Saugern konnte gezeigt werden, dass ESCRT-I und ESCRT-II
gemeinsam fur die Deformierung bzw. Einstllpung von Membranen zusténdig sind.
Eine Vesikel-Abschnirung in das Lumen spater Endosomen (MVBs/LEs) nur mit
ESCRT-I und ESCRT-II hingegen, konnte nicht gezeigt werden (Wollert und Hurley,
2010).
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1.4.4 ESCRT-Ill und assoziierte Proteine: MVB-Bildung

ESCRT-Ill besteht aus geladenen Untereinheiten, die in einem Multimer
assemblieren. Jeder Komplex besteht aus vier heterologen Untereinheiten: Vps20,
Vps32, Vps24 und Vps2. Vor der Assemblierung liegen die Untereinheiten als
inaktive Monomere im Cytosol vor; wobei die C-Termini eine autoinhibitorische
Funktion aufweisen und die eigenen N-Termini blockieren (Williams und Urbe, 2007;
Lata et al.,, 2008). Wahrend der Assemblierung wird die Inhibierung durch
Konformationsanderungen aufgehoben, wodurch die Bindung anderer ESCRT-III
Untereinheiten ermdglicht wird. Obwohl biochemische Untersuchungen in Hefe flr
eine feste Reihenfolge der Assemblierung sprechen (Teis et al., 2008), konnte die
genaue Stéchiometrie der Komplexe bisher nicht bestimmt werden. Zunachst wird
Vps20 durch Vps25 (ESCRT-Il) rekrutiert und bindet dann durch eine
Myristoylierung an endosomale Membranen (Teo et al., 2004). Vps20 wiederum
kann mit ESCRT-I interagieren (Pineda-Molina et al., 2007). Innerhalb des ESCRT-
[l bindet Vps20 an Vps32, welches sich zu spiralférmigen Filamenten anordnet (Lin
et al., 2005; Shim et al., 2007). AnschlieRend werden Vps24 und Vps2 assembliert
und rekrutieren die ESCRT-III assoziierte AAA-ATPase Vps4 (Teis et al.,, 2008
Saksena et al., 2009; Wollert et al., 2009). Eine wichtige Rolle spielt hierbei die
Interaktion der MIT (microtubule interacting and transport)-Domane von Vps4 mit
dem MIT-interagierenden Motiv (MIM) des C-Terminus von Vps2 (Obita et al.,
2007). Den noch unzureichend beschriebenen Protein-Komplexen Ist1-Did2 und
Vta1-Vps60, wird eine regulatorische Funktion der Vps4-Aktivitdt zugesprochen
(Rue et al., 2008; Teis et al., 2008;). Es konnte gezeigt werden, dass Vtal Vps4 in
seine funktionelle Form UberflGhrt und das die Bildung eines doppelten,
hexamerischen Rings aus Vps4-Monomeren (siehe Abb. 1.3) mit der

Disassemblierung der ESCRT-Komponenten einhergeht (Hurley, 2008).

Wenngleich der genaue Mechanismus der Vesikel-Abschnirung in das Lumen der
MVBs/LEs noch unverstanden ist, sprechen sowohl experimentelle Befunde als
auch die Konservierung durch alle Taxa der Eukaryoten dafir, dass ESCRT-III und
Vps4 unbedingt notwendig fur diesen Mechanismus sind (Hanson et al., 2008;
Leung et al., 2008). Sogar in Archaebakterien, die kein Endomembransystem
besitzen, wurden analoge Mechanismen zu Vps4 und ESCRT-III gefunden (Samson
et al., 2008).
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1.4.5 Deubiquitinierung

Obwohl die Ubiquitinierung als Signal fir den Eintritt in den degradativen
Transportweg zur Vakuole dient, ist die Abspaltung von Ubiquitin durch
deubiquitinierende Enzyme (deubiquitylating enzymes, DUBs) ebenso von grol3er
Bedeutung flr endocytischen und vakuolaren Transport (Amerik et al., 2000). Das
ESCRT-assoziierte Protein Bro1 ist an der Bindung und Aktivierung des ESCRT-
spezifischen DUBs Doa4 beteiligt (Luhtala und Odorizzi, 2004; Richter et al., 2007).
Dieses spaltet die reversible, kovalente Ubiquitin-Bindung an Membranproteinen
und ESCRT-Komponenten (Dupre und Haguenauer-Tsapis, 2001). Auf diese Weise
wird sowohl Ubiquitin rezykliert als auch die Autoinhibierung durch Ubiquitin von
ESCRT-Komponenten verhindert (Swaminathan et al., 1999; Nikko und Andre,
2007). In Saugern sind die beiden strukturell nicht verwandten DUBs AMSH
(associated molecule with the SH3 domain of STAM) und UBPY (Ub-specific
protease Y) beschrieben. Neben der Rekrutierung an ESCRT-IIl wurde auch eine
Interaktion mit der ESCRT-0 Untereinheit STAM (Hse1 in Hefe) gezeigt. Beide
DUBs deubiquitinieren Polyubiquitin-Ketten, die tiber das Lysin an Position 63 (Lys-
63-linked) verknipft sind. UBPY deubiquitiniert zudem Polyubiquitin-Ketten, die an
Position 48 (Lys-48-linked) verknipft sind (Ubersicht in Raiborg und Stenmark,
2009). Somit ist die Funktionalitdt des gesamten Ubiquitinierungs-
Deubiquitinierungs-Zyklus essentiell fir die Degradierung ubiquitinierter Proteine
(Hurley, 2008).

1.5 Die ESCRT-Maschinerie in Pflanzen

Homologe der meisten ESCRT-Komponenten und ESCRT-assoziierten Proteine
konnten anhand der Arabidopsis Genom Datenbank identifiziert werden (Winter und
Hauser, 2006). Fir ESCRT-0 und die ESCRT-I Untereinheit Mvb12 konnten keine
Homologe gefunden werden (Winter und Hauser, 2006; Leung et al., 2008). Erst
wenige pflanzliche ESCRT-Komponenten sind funktionell charakterisiert und die
Beteiligung der ESCRT-Maschinerie an der Degradierung von ubiquitinierten
Membranproteinen ist noch weitestgehend unverstanden. Eine Gegeniberstellung
der ESCRT-Komponenten aus Hefe, Saugern und Pflanzen ist in Tabelle 1 zu

finden.

Die bislang am besten charakterisierte Komponente der pflanzlichen ESCRT-
Maschinerie ist die AAA-ATPase SKD1 (suppressor of K* transport growth defect?).
Neben der Lokalisierung im Cytosol und am MVBJ/LE (Haas et al., 2007), konnte die
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essentielle Bedeutung der AAA-ATPase fir den Erhalt von MVBs/LEs, sowie fir die
Biogenese von Vakuolen gezeigt werden (Haas et al., 2007, Shahriari et al., 2010).
Mutationen von SKD1 fiihrten zur Bildung von class E compartments und erwiesen
sich letztlich als letal (Haas et al., 2007). Auch eine Interaktion von SKD1 mit den
ESCRT-assoziierten Proteinen, CHMP1A und B (charged multivesicular body
protein/chromatin modifying protein), konnte gezeigt werden (Spitzer et al., 2009).
Diesen beiden ESCRT-assoziierten Proteinen konnten Funktionen innerhalb des
endocytischen Transportwegs zugewiesen werden. So wurden beispielsweise PIN1
und AUX1 (auxin-resistant1) in chmp1a chmp1b Doppelmutanten nicht in die ILV
des MVBJ/LE sortiert, sondern stattdessen in den Tonoplasten inseriert (Spitzer et
al., 2009).

Tabelle 1: Ubersicht der ESCRT-Untereinheiten und ESCRT-assoziierten Proteine in
Saugern, Hefe und Pflanzen. Die in Pflanzen gefundenen ESCRT-Untereinheiten beruhen
auf Sequenzvergleiche mit den ESCRT-Untereinheiten der Hefe. (Ubersicht basierend auf
Leung et al., 2008; Isono et al., 2010 und Shahriari et al., 2011).

Séauger Hefe Arabidopsis
HRS Vps27
ESCRT-0
STAM1, 2 Hse1
TSG101 Vps23 (Stp22) VPS23-1, -2, -3
ESCRT-I VPS28 Vps28 VPS28-1, -2
VPS37A,B,C,D Vps37 VPS37-1, -2
MVB12A, B Mvb12
EAP30 Vps22 VPS22
ESCRT-II EAP20 Vps25 VPS25
EAP45 Vps36 VPS36
CHMP2A, B Vps2 VPS2-1, -2, -3
CHMP6 Vps20 VPS20-1, -2
ESCRT-lII
CHMP3 Vps24 VPS24-1, -2
CHMP4A, B, C Vps32 (Snf7) VPS32-1, -2
SKD1A, B Vps4 SKD1
IST1 Ist1
Assoziierte
Proteine CHMP1A, B Did2 (Vps46) CHMP1A, B
(ESCRT-IV)
CHMP5 Vps60 (Mos10) VPS60-1, -2
LIPS Vta1 LIPS
ALIX Bro1 (Vps31) VPS31
DUBs UBPY (USP8) Doa4
AMSH AMSH1, 2, 3
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Bereits 2006 wurde eine Untereinheit des ESCRT-I (VPS23) charakterisiert, die auf
Grund ihres Phanotyps bei Mutation als ELCH bezeichnet wurde und an der
Cytokinese beteiligt ist (Spitzer et al., 2006). Von der gleichen Forschungsgruppe
wurde eine umfangreiche Protein-Protein Interaktionsstudie verdffentlicht, die
nahezu alle VPS-Proteine der Klasse E einschlie3t (Shahriari et al., 2011).

Weiterhin wurden in den letzten Jahren die ersten Membranproteine identifiziert, die
ESCRT-abhangig in die ILV des MVBJ/LE sortiert werden. Neben den erwahnten
PIN1 und AUX1 (Spitzer et al., 2009) wurde das flir die Cytokinese spezifische
SNARE-Protein KNOLLE (Reichardt et al., 2007) und der Rezeptor BRI1 (Viotti et
al.,, 2010) ultrastrukturell in ILV nachgewiesen. Mit der Identifizierung des
deubiquitinierenden Enzyms AMSH3, wurde ein weiteres Protein gefunden, dass fur
die Endocytose und die Biogenese der Vakuole essentielles ist (Isono et al., 2010).
Anders als in Saugern, konnte keine Interaktion von AMSH3 mit ESCRT-

Untereinheiten gezeigt werden.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Fur die Degradierung von Membranproteinen, sowie fiur die damit verbundenen
Funktionen, wie etwa die Regulierung von Rezeptoren und Transportern, ist die
Bildung intraluminaler Vesikel (ILV) des MVB/LE unabdingbar. Die Erkennung,
Sortierung und Abschnirung ubiquitinierter Membranproteine in die ILV wird hierbei
durch die ESCRT-Maschinerie gewahrleistet. In Pflanzen wurden bislang nur
wenige Komponenten dieser molekularen Maschinerie charakterisiert und bisher
konnte weder eine Ubiquitin-vermittelte Internalisierung von Membranproteinen

noch eine Interaktion mit ESCRT-Untereinheiten gezeigt werden.

Da die ESCRT-Funktion mit der Entwicklung endosomaler Kompartimente verkntipft
ist, war es das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Rolle der ESCRT-Maschinerie an
grundlegenden Mechanismen der Biogenese und des Proteintransportes des
endosomalen Systems in Pflanzen zu untersuchen. Um den genauen Wirkort der
einzelnen ESCRT-Teilkomplexe einzugrenzen, wurden Lokalisierungsstudien von
ESCRT-Komponenten sowohl auf ultrastruktureller Ebene als auch in transienter
Genexpression in Nicotiana tabacum angestrebt. Dazu sollten zunachst Antikérper
gegen je eine Untereinheit der in Pflanzen bekannten ESCRT-Teilkomplexe
(VPS28-ESCRT-I, VPS22-ESCRT-II und VPS2-ESCRT-IIl) hergestellt werden und
die einzelnen Komponenten in situ lokalisiert werden. Um Lokalisierungsstudien in
vivo zu ermoglichen, sollten die gleichen Untereinheiten mit fluoreszierenden

Molekulen fusioniert und in transienter Genexpression analysiert werden. Fir eine
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funktionelle Charakterisierung der ESCRT-Maschinerie sollten dominant-negative
Mutanten der erwahnten Untereinheiten hergestellt werden. Die Analyse der
Auswirkungen von Mutationen und bekannten Zellgiften, sollte biochemisch mittels
Proteintransportstudien und zellbiologisch am konfokalen Lasermikroskop erfolgen.
In einem zweiten Schwerpunkt der Arbeit, wurde die Etablierung eines
fluoreszierenden Reportersystems angestrebt, um die Analyse des endocytischen
Transportwegs unter definierten Bedingungen zu erméglichen. Hierbei sollten die an
der Endocytose beteiligten Kompartimente identifiziert und durch die Expression von
ESCRT-Mutanten die Inhibierung spezifischer Transportschritte untersucht werden.
Untersuchungen des Gesamtorganismus am Beispiel von Arabidopsis thaliana
erforderten Genotypisierung, Kreuzung und anschlieRende Analyse verschiedener t-
DNA-Insertionslinien unter entwicklungsbiologischen Aspekten. Dadurch sollten
Erkenntnisse gewonnen werden, inwieweit die Funktionalitait der ESCRT-

Maschinerie an Homoéostase und Entwicklung der Pflanze beteiligt ist.
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2 Ergebnisse

Um den komplexen Mechanismus des degradativen Abbaus von Membranproteinen
in Pflanzen aufzuklaren, sollte in einer Kombination aus biochemischen,
genetischen und ultrastrukturellen Methoden die Rolle der ESCRT-Maschinerie an
diesem Sortierungsmechanismus untersucht werden. Die Klonierung bestimmter
ESCRT-Komponenten und die Herstellung von Antikdrpern, sollten die Grundlage
fur in vivo Lokalisierungsstudien und ultrastrukturelle Analyse schaffen und als

Bindeglied zwischen strukturellen und funktionellen Untersuchungen dienen.

Reprasentativ fir jeden der drei pflanzlichen ESCRT-Teilkomplexe wurde ein
Protein aus Arabidopsis thaliana fur diese Arbeit ausgewahlt: Fir ESCRT-l VPS28,
fur ESCRT-Il VPS22 und fur ESCRT-IIl VPS2. Die fur die Klonierung verwendeten
ESCRT-Komponenten mit den korrespondierenden Datenbanknummern von TAIR
(http://www.arabidopsis.org), sowie Sequenzlange und Molekulargewicht sind in

Tabelle 2.1 angegeben.

Tabelle 2.1: Ubersicht der untersuchten ESCRT-Proteine. Datenbanknummer,
Sequenzlange und Molekulargewicht sind angegeben.

VPS28 VPS22 VPS2
Datenbanknummer At4g21560 At4g27040 At2g06530
Aminosauren 209 250 229
Molekulargewicht 23,5 kDa 28 kDa 25,3 kDa

Um den Grad der Konservierung der ESCRT-Komponenten zu bestimmen, wurden
die Sequenzen der pflanzlichen ESCRT-Proteine mit den homologen Proteinen aus
Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Saugern (am Beispiel Homo sapiens)
verglichen. Hierzu wurden die entsprechenden Aminosauresequenzen mit Hilfe des
Programms  ClustalWW  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) paarweise
abgeglichen und der resultierende Grad der Konservierung in % angegeben (siehe
Tabelle 2.2). Generell ist die Konservierung zwischen pflanzlichen und
Saugerproteinen hoher als der Grad an Konservierung zwischen Pflanzen und Hefe.
Die gréRte Ubereinstimmung mit 54 % besteht zwischen VPS2 und dem S&uger-
Homolog CHMP2a.
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Tabelle 2.2: Vergleich pflanzlicher ESCRT-Proteine mit ihren Homologen in Hefe und
Saugern. Alle Werte sind in Prozent angegeben.

Ubereinstimmung [%] VPS28 VPS22 VPS2
Hefe-Homolog (Name) 37 (S288c) 30 (Snf8) 44 (Did4)
Sauger-Homolog (Name) 38 (VPS28) 48 (SNF8) 54 (CHMP2a)

21 Charakterisierung der ESCRT-l Komponente VPS28

Fur die Charakterisierung endogener ESCRT-Komponenten wurden Antikérper
gegen die zu untersuchenden VPS-Proteine hergestellt (siehe 4.9.1). Um deren
Antigen-Spezifitdt zu gewahrleisten, wurden die VPS-Proteine sowohl endogen als
auch in Uberexpression als GFP-Fusionen analysiert. Mit Hilfe des VPS28-
Antikérpers wurde im Gesamtproteinextrakt von BY2-Zellen ein Protein mit einem
Molekulargewicht von etwa 25 kDa detektiert (Abb. 2.1, A), was dem erwarteten
Molekulargewicht von VPS28 entspricht (vergleiche Tabelle 2.1). Wurde VPS28 als
GFP-Fusion transient in Tabakprotoplasten exprimiert, konnte sowohl mit dem GFP-
Antikérper als auch mit dem VPS28-Antikérper ein Protein detektiert werden,
dessen Molekulargewicht der Summe der Molekulargewichte von GFP (ca. 30 kDa)
und VPS28 (23,5 kDa) entspricht (Abb. 2.1, B).
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Abb. 2.1: Spezifitit des VPS28-Antikorpers in Proteinextrakten von N. tabacum. In
BY2-Zellen wird ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 25 kDa detektiert, das dem
Molekulargewicht von endogenem VPS28 entspricht (A). In transformierten
Tabakprotoplasten kénnen sowohl mit dem VPS28-Antikdrper (aVPS28) als auch mit einem
GFP-Antikorper (aGFP) Proteine detektiert werden, die nach ihrem Molekulargewicht den
exprimierten VPS28-GFP Fusionsproteinen zugeordnet werden koénnen (B). Unter
identischen Bedingungen wurden in den Negativkontrollen keine Signale gefunden (B, (-)).
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Nachdem die Spezifitat des Antikdrpers bestatigt war, wurde die subzellulare

Lokalisierung des endogenen VPS28 in Hochdruck-gefrorenen HM20-eingebetteten

Wurzelspitzen von Arabidopsis thaliana (siehe 4.12.3) untersucht.

Abb. 2.2: Immunlokalisierung der ESCRT-l Komponente VPS28. In ultrastrukturellen
Studien wurde die endogene Verteilung von VPS28 in Hochdruck-gefrorenen Wurzelspitzen
von Arabidopsis thaliana untersucht. VPS28 befindet sich am Golgi (A) und an TGN-
Strukturen (B). Nach Behandlung mit Brefeldin A (BFA) ist VPS28 in so genannten BFA-
Kompartimenten zu finden (C), ein Befund, der die Lokalisierung am Golgi bzw. dem
TGN/EE unterstiitzt. Schwarze Pfeile zeigen 15 nm Goldkdrner an. g = Golgi, t = TGN/EE,
m = Mitochondrium und b = BFA-Kompartiment. Die GréRe der MalRstabsbalken entspricht
200 nm. Aufnahmen von Herrn Doktor Corrado Viotti.

Die ESCRT-I Komponente VPS28 wurde mehrheitlich am Golgi (Abb. 2.2, A und B)

und am TGN/EE (Abb. 2.2, B) gefunden. Bisherige Lokalisierungsstudien in
Pflanzen hatten gezeigt, dass ESCRT-Komponenten und ESCRT-assoziierte



Ergebnisse 23

Proteine an Endosomen, besonders dem multivesikularen spaten Endosom
(MVB/LE), aber keinesfalls am Golgi lokalisiert sind (Haas et al., 2007; Spitzer et al.,
2009; Shahriari et al., 2010). Um die unerwartete Lokalisierung von VPS28 am Golgi
zu bestatigen, wurden Wurzelspitzen vor der Fixierung eine Stunde mit dem
makrozyklischen Lakton Brefeldin A (BFA) behandelt. In Arabidopsis-Wurzeln flhrt
BFA flhrt zu einer Vesikulierung des TGN/EE, welches dann von Golgi-Stapeln
umgeben ist (Fiir eine Ubersicht siehe Robinson et al., 2008b). Nach Inkubation mit
BFA wurde VPS28 in BFA-Kompartimenten detektiert und konnte somit zweifelsfrei
dem Golgi und dem TGN/EE zugeordnet werden (Abb. 2.2, C).

Zur komplementaren Analyse wurden Immunfluoreszenz-Studien des endogenen
VPS28 in Tabak-BY2-Zellen durchgefiihrt. In verschiedenen stabil transformierten
und fixierten (siehe 4.10.1 und 4.10.2) BY2-Zelllinien, kolokalisierten Signale des
VPS28-Antikérpers mit Signalen des Golgi-Markers GONST1-YFP (Abb. 2.3, A).
Keine Kolokalisierung wurde hingegen mit dem MVB-Marker GFP-BP80 gefunden
(Abb. 2.3, B).

A VPS28 in GONST1-YFP-Linie | B VPS28 in GFP-BP80-Linie

Abb. 2.3: Immunfluoreszenz-Aufnahmen von VPS28 in stabil transformierten BY2-
Zelllinien. BY2-Zellen, die den Golgi-Marker GONST1-YFP (in griin) exprimieren, wurden
mit dem VPS28-Antikdrper untersucht (A, rote Signale). Ein hoher Grad an Kolokalisierung
ist zu beobachten (gelbe Signale). Der MVB-Marker GFP-BP80 wurde als zweite Referenz
beziiglich der VPS28-Lokalisierung analysiert (B). Hier zeigt sich keine Uberlagerung von
VPS28-Signalen und GFP-BP80-Signalen. WeilRe Pfeilkdpfe zeigen Kolokalisierung an. Die
Grolke der MalRstabsbalken entspricht 5 um.

Um VPS28 mittels konfokaler Lasermikroskopie auch in vivo untersuchen zu
kénnen, wurde die ESCRT-I Komponente aus Arabidopsis cDNA amplifiziert und als
N—terminales (YFP-VPS28) bzw. C—terminales (VPS28-GFP) Fusionsprotein
kloniert (siehe 4.5). Die transiente Expression in Tabakprotoplasten zeigte flr beide
Fusionsproteine nach 18-24 h Inkubation eine rein cytosolische Verteilung (Abb. 2.4,
A und B). Da beide Fusionsproteine augenscheinlich nicht an die Membranen
ihrer Zielkompartimente rekrutiert werden konnten, musste auf weitere

Lokalisierungsstudien verzichtet werden.
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YFP-VPS28 | B VPS28-GFP

Abb. 2.4: Transiente Genexpression von VPS28 in Tabakprotoplasten. Fir in vivo
Untersuchungen am konfokalen Lasermikroskop wurde VPS28 entweder N- oder C-terminal
mit einem Fluorophor fusioniert. Jeweils 2-5 ug Plasmid-DNA wurden fur die Transfektion
eingesetzt und die Proben 18-24 h nach der Elektroporation analysiert. Sowohl als N-
terminale YFP-Fusion (A) als auch als C-terminale GFP-Fusion (B) zeigte VPS28 eine
cytosolische Verteilung. Maf3stabsbalken = 5 ym.

2.2 Charakterisierung der ESCRT-Il Komponente VPS22

Die Spezifitat des Antikdrpers gegen die ESCRT-II Komponente VPS22 wurde in
gleicher Art und Weise untersucht wie fir VPS28 angegeben (siehe 2.1). Der
VPS22-Antikérper detektiert im Gesamtproteinextrakt von BY2-Zellen ein Protein
von ca. 50 kDa, das damit nicht dem kalkulierten Molekulargewicht des endogenen
VPS22 von ca. 28 kDa entspricht (Abb. 2.5, A). Proteine mit etwa 55 kDa wurden in
transienter Expression mit dem GFP-Antikérper und dem VPS22-Antikérper sowohl
in den Negativkontrollen (-) als auch in den Bahnen mit den exprimierten GFP-
Fusionen detektiert (Abb. 2.5, B). Hier stimmt das erwartete Molekulargewicht
(Summe aus VPS22 mit ca. 28 kDa und GFP mit ca. 30 kDa) in etwa mit der
gefundenen BandengroRe Uberein. Da sowohl endogenes VPS22 als auch die GFP-
Fusion das gleiche Molekulargewicht aufwiesen und sich zudem Signale in den
Negativkontrollen zeigten, wurde aufgrund der mangelnden Spezifitat des
Antikérpers  auf  Elektronenmikroskopie und Immunfluoreszenz-Aufnahmen

verzichtet.
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Abb. 2.5: Spezifitit des VPS22 Antikorpers in Tabak-Proteinextrakten. In BY2-Zellen
wird ein spezifisches Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 50 kDa detektiert, das
nicht dem fir VPS22 erwarteten Molekulargewicht von 28 kDa entspricht (A). In
transformierten Tabakprotoplasten kann sowohl mit dem VPS22-Antikérper (aVPS22) als
auch mit einem GFP-Antikérper (aGFP) ein Protein detektiert werden, das bezlglich seines
Molekulargewichts in etwa der Summe aus VPS22 und der GFP-Fusion entspricht (B).

Da fir endogenes VPS22 keine Lokalisierungsstudien méglich waren, wurde die
ESCRT-Il Komponente als Fusionsprotein in vivo analysiert. Nach erfolgter
Klonierung des Fusionsproteins (VPS22-GFP, siehe 4.5) wurde VPS22-GFP in
transienten Genexpressionsstudien in Tabakprotoplasten untersucht. Im Gegensatz
zur Expression der VPS28-Fusionen, wurde eine punktférmige Verteilung der
VPS22-GFP Signale detektiert; ein Indiz flir eine Rekrutierung an das
Zielkompartiment. Damit die VPS22-GFP-Signale einem Kompartiment zugeordnet
werden konnten, wurde die ESCRT-Il Komponente mit Markerproteinen fiir das
TGN/EE und das MVB/LE koexprimiert. Das SNARE-Protein YFP-SYP61 wurde als
TGN-Marker, der vakuolare  Sortierungsrezeptor 2 (VSR2), dessen
Ligandenbindungsdomane durch monomeres RFP ersetzt ist, als MVB-Marker
(mRFP-VSR2) ausgewahlt.

Koexpression von VPS22-GFP mit YFP-SYP61 zeigte einen hohen Grad an
Kolokalisierung der Signale (Abb. 2.6, A, weilte Pfeile), der bei Koexpression mit
dem MVB-Marker mRFP-VSR2 (Abb. 2.6, B) bzw. dem Golgi-Marker Man1-RFP
(Abb. 2.6, C) nicht gegeben war. Fir die endosomalen Kompartimente wurde die
Kolokalisierungsrate zudem quantifiziert. Daflir wurden die Signale von n=20
Protoplasten ausgezahlt und bezlglich ihrer Kolokalisierung analysiert. VPS22-GFP
und der TGN-Marker YFP-SYP61 zeigten etwa 70 % Kolokalisierung, VPS22-GFP
und der MVB-Marker mRFP-VSR2 nur etwa 10 % Kolokalisierung (Abb. 2.6, D).
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Abb. 2.6: Lokalisierung von VPS22-GFP in Tabakprotoplasten. Es wurden 1-10 pg
Plasmid-DNA elektroporiert und die Proben nach 18-24 h Expressionszeit am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. VPS22-GFP wurde mit dem TGN-Marker YFP-SYP61 (A), dem
MVB-Marker mRFP-VSR2 (B) oder dem Golgi-Marker Man1-RFP (C) koexprimiert. Die
Lokalisierung von VPS22-GFP an Endosomen (TGN/EE und MVB/LE) wurde zudem
quantitativ untersucht (D). VPS22-GFP kolokalisiert nicht mit dem Golgi-Marker und zeigt mit
dem MVB-Marker nur eine Kolokalisierung von ca. 10 % (D). Eine Kolokalisierungsrate von
etwa 70 % wird mit dem TGN-Marker erreicht (D). Weille Pfeile zeigen Kolokalisierung an.
Die GroRe der Malistabbalken entspricht 5 um.

Nachdem gezeigt wurde, dass VPS22 Uberwiegend am TGN/EE lokalisiert ist und
dieses sowohl am sekretorischen Weg als auch am vakuoldren Transportweg
beteiligt ist, stellt sich die Frage, ob beide Wege von der Funktionalitdt von VPS22
abhangen. Durch Proteintransportstudien bekannter Reporter, sollte daher der
Einfluss einer VPS22-Mutante auf die Sekretion und den vakuolaren Transport
untersucht werden. Dafur wurde eine VPS22-Mutante (VPS22-DN) nach dem
Vorbild einer dominant-negativen Substitutionsmutante des Vps22p der Hefe (Hierro
et al., 2004) generiert (siehe 4.5). Hier wurde die Aminosaure Isoleucin (single letter
code = |) an Position 104 der Peptidsequenz durch die Aminosaure Asparaginsaure
(D) ersetzt und dadurch die Interaktionen mit Vps36p verhindert. Diese ESCRT-II
Komponente ist fur die Bindung an Vps28 und damit fir die Rekrutierung an
ESCRT-I verantwortlich (Teo et al., 2006). In Hefe fihrt diese Mutation zur Bildung
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von class E compartments und vakuolare Hydrolasen werden anstatt in das Lumen

der Vakuole in den Tonoplasten transportiert.

Um den Einfluss der Mutante auf die Sekretion bzw. den vakuolaren Transportweg
zu testen, wurde VPS22-DN mit verschiedenen quantifizierbaren Reportern
transient in Tabakprotoplasten koexprimiert. Als Reporter flir den sekretorischen
Weg wurde das Enzym a-Amylase (amy) aus Gerste (Hordeum vulgare), fir
Untersuchungen des Transportweges zur Vakuole ein Derivat der a-Amylase (amy-
spo) mit dem sequenzspezifischen vakuolaren Sortierungssignal (ssVSS) des
Speicherproteins Sporamin (NPIRL) aus der SuRkartoffel (lpomoea batatas),
eingesetzt. Beide Reporter kdnnen anhand ihrer enzymatischen Aktivitat detektiert
und das Verhaltnis von sekretierten, extrazellularen Molekllen zu intrazellularen
Molekilen bestimmt werden (Pimpl et al., 2003, daSilva et al., 2005). Hierzu werden
Medium und Zellen nach 18-24 h Inkubation getrennt, enzymatisch analysiert (4.8.3
und 4.8.4) und der Sekretionsindex (SI) als Quotient der Aktivitdt des Mediums und
der Aktivitat der Zellen angegeben.
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Abb. 2.7: Einfluss der VPS22 Substitutionsmutante (VPS2-DN) auf den Transport der
Reporter amy und amy-spo. Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten. Als
Kontrolle wurden 5 ug der fiir amy kodierenden Plasmid-DNA, flr amy-spo 15 ug eingesetzt.
Bei konstanter Menge der Reporter wurden 1 pg, 3 pg und 10 ug VPS22-DN koexprimiert.
Medium und Zellen wurden nach 18-24 h Inkubation getrennt, enzymatisch analysiert und
der Sekretionsindex (Sl) berechnet. VPS22-DN zeigt keinen Einfluss auf die Sekretion von
amy (A). Der Sekretionsindex des vakuoldren Reporters amy-spo bleibt ebenfalls
unverandert (B). Die Aktivitat (Summe der Aktivitat im Medium und in den Zellen) von amy-
spo hingegen nimmt um etwa 50 % zu (C). Als Fehler ist die Standardabweichung von
mindestens zwei unabhangigen Experimenten angegeben.

| 3 |
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Da amy groftenteils in das Kulturmedium sekretiert wird, ergeben sich fur den Sl
Werte, die sich Ublicherweise zwischen 5 und 15 bewegen. Der Reporter amy-spo
wird effizient zur Vakuole transportiert und zeigt deshalb eine kaum detektierbare
enzymatische Aktivitat im Kulturmedium und somit ist auch der Sl sehr niedrig (Sl
amy-spo<0,1). Anderungen des S| von amy deuten auf eine Beeintrachtigung der
Sekretion hin, Anderungen des Sl von amy-spo auf eine Fehlsortierung innerhalb
des vakuolaren Transportwegs. Eine aufsteigende Konzentration, der fur VPS22-DN
kodierenden Plasmid-DNA, wurde sowohl mit amy als auch mit amy-spo
koexprimiert. Beide Experimente zeigten keine Veranderung des Sl und damit keine
offensichtliche Anderung der Sekretion und des vakuoldren Transportes (Abb. 2.7, A
und B). Bei genauer Analyse konnte jedoch eine Anderung der Gesamtaktivitat von
amy-spo (Summe aus Aktivitat im Medium und in den Zellen) bei Koexpression mit
VPS22-DN detektiert werden (Abb. 2.7, C). Nur ein Anstieg intrazellularer und
extrazellularer Aktivitdt gleichermallen kann diese erhdhte Gesamtaktivitdt bei
konstantem Sl erklaren. Eine Nettozunahme der Aktivitat kann als Hinweis fir eine,

von VPS22-DN verursachte, reduzierte vakuolare Degradation interpretiert werden.

2.3 Charakterisierung der ESCRT-IIl Komponente VPS2

An erster Stelle stand auch hier die Analyse der Spezifitat des VPS2-Antikorpers.
Wie fir VPS28 (siehe 2.1) und VPS22 (siehe 2.2) beschrieben, wurde VPS2 sowohl
endogen mit dem Antikorper gegen VPS2 als auch als GFP-Fusion (VPS2-GFP) mit
einem GFP-Antikérper nach ftransienter Expression untersucht. In BY2-Zellen
konnte mit dem VPS2-Antikdrper ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca.
35 kDa detektiert werden (Abb. 2.8, A), das in etwa dem erwarteten
Molekulargewicht entspricht (siehe Tabelle 2.1). In VPS2-GFP Uberexprimierenden
Tabakprotoplasten konnte sowohl mit dem GFP-Antikorper als auch mit dem VPS2-
Antikorper ein Protein von etwa 55 kDa detektiert werden, welches dem VPS2-GFP-
Fusionsprotein zugeordnet werden kann und in der Negativkontrolle fehit
(Abb. 2.8, B).
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Abb. 2.8: Spezifitit des VPS2-Antikorpers in Proteinextrakten von N. tabacum. In BY2-
Zellen wurde ein Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 35 kDa detektiert (A), das
dem endogenen VPS2 zugeordnet werden kann. In transformierten Tabakprotoplasten wird
sowohl mit dem VPS2-Antikérper (aVPS2) als auch mit einem GFP-Antikérper (aGFP) ein
Protein detektiert, das nach seinem Molekulargewicht (ca. 55 kDa) dem exprimierten VPS2-
GFP zugeordnet werden kann (B).

Mit dem VPS2-Antikérper wurden in stabil transformierten und fixierten (siehe 4.10.1
und 4.10.2) BY2-Zelllinien Immunfluoreszenz-Aufnahmen angefertigt. Wahrend
VPS2 mit dem Golgi-Marker GONST1-YFP keine Kolokalisierung zeigte (Abb. 2.9,
A), kolokalisierten die Signale des MVB-Markers GFP-BP80 und der ESCRT-

Komponente teilweise (Abb. 2.9, B, weille Pfeilspitzen).

A VPS2in GONST1-YFP-Linie] B VPS2 in GFP-BP80-Linie

Abb. 2.9: Immunfluoreszenz-Aufnahmen von VPS2 in stabil transformierten BY2-
Zelllinien. BY2-Zellen, die den Golgi-Marker GONST1-YFP (A) oder den MVB-Marker GFP-
BP80 (B) exprimieren, wurden mit dem VPS2-Antikdrper analysiert (rote Signale). Wahrend
sich keine Kolokalisierung von VPS2 mit dem Golgi-Marker zeigte (A), wurden mit dem
MVB-Marker zum Teil Gberlappende Signale gefunden (B, gelbe Signale). Weile Pfeilkdpfe
zeigen Kolokalisierung an. Die GréRe der Malistabbalken entspricht 5 um.

Da fiur Koexpressionsstudien mit einem TGN-Marker keine stabil transformierte
BY2-Zelllinie vorhanden war, wurde VPS2 als GFP-Fusion zusatzlich mittels
transienter Expression in Tabakprotoplasten analysiert. Es wurden jeweils 2-10 ug

Plasmid-DNA der Markerproteine fiir die Transfektion eingesetzt und die Proben
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nach 18-24 h Inkubation am konfokalen Lasermikroskop analysiert. Koexpression
mit dem TGN-Marker YFP-SYP61 fuhrte zu einer sehr geringen
Kolokalisierungsrate (Abb. 2.10, A). Die Transfektion mit dem MVB-Marker mRFP-
VSR2 zeigte einen deutlich héheren Grad an Kolokalisierung (Abb. 2.10, B) und
Transfektion mit dem Golgi-Marker Man1-RFP (berhaupt keine Kolokalisierung
(Abb. 2.10, C).

VPS2-GFP+YFP-SYP61 VPS2-GFP+mRFP-VSR2
>

VPS2-GFP+Man1-RFP e
90 4
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 4
20 4
10 1

Kolokalisierung mit VPS2-GFP [%]

o

N 12

Abb. 2.10: Lokalisierung von VPS2-GFP in transienter Expression in
Tabakprotoplasten. Fir jedes Konstrukt wurden 2-10 ug Plasmid-DNA elektroporiert. Alle
Proben wurden nach 18-24 h Inkubation am konfokalen Lasermikroskop analysiert. VPS2-
GFP wurde mit dem TGN-Marker YFP-SYP61 (A), dem MVB-Marker mRFP-VSR2 (B) und
dem Golgi-Marker Man1-RFP (C) koexprimiert. Die VPS2-GFP-Lokalisierung an Endosomen
wurde zudem quantitativ untersucht (D). VPS2-GFP kolokalisiert nicht mit dem Golgi-Marker
und zeigt mit dem TGN-Marker nur eine Kolokalisierung von ca. 15% (D). Eine
Kolokalisierungsrate von etwa 50 % wird mit dem MVB-Marker erreicht (D). Weil3e Pfeile
zeigen Kolokalisierung an. Die GroRe der Malistabbalken entspricht 5 um.

Quantitative Untersuchungen zur Kolokalisierung der endosomalen Markerproteine
zeigten, dass VPS2-GFP-Signale zu etwa 15 % mit dem TGN-Marker und zu mehr
als 50 % mit dem MVB-Marker kolokalisierten (Abb. 2.10, D). Fur die Quantifizierung
wurde der Quotient aus der Anzahl der Uberlappenden Signale und der Gesamtzahl
der Markersignale gebildet. Im Gegensatz zu VPS2-GFP wurde die ESCRT-II
Komponente VPS22-GFP (berwiegend am TGN/EE und kaum am MVB/LE
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detektiert. Um auszuschlieRRen, dass es sich bei der differentiellen Lokalisierung von
VPS22-GFP und VPS2-GFP um Artefakte der Uberexpression handelt, wurden
VPS22-GFP und ein RFP-Fusionsprotein von VPS2 (VPS2-RFP; siehe Kapitel 4.5)
koexprimiert. Obwohl sich eine relativ hohe Kolokalisierungsrate der beiden ESCRT-
Proteine zeigte, kolokalisierten speziell VPS2-RFP-Signale oft nicht mit VPS22-GFP
(Abb. 2.11, A). Eine einstiindige Behandlung mit 30 yM Wortmannin (WM) zeigte,
dass nur VPS2-RFP-Signale sensitiv flr die Droge waren und typische ringformige
Strukturen (Lam et al., 2007) ausbildeten (Abb. 2.11, A, Einsatz), was als Indiz fur
eine Lokalisierung am MVB/LE zu werten ist. Eine quantitative Auswertung der
Signalzahl pro Zelle ergab, dass etwa doppelt so viele VPS2-RFP-Signale wie
VPS22-GFP-Signale auftraten (Abb. 2.10, B). Fur eine Quantifizierung der
Kolokalisierung wurden die kolokalisierten (gelben) Signale einmal mit der
Gesamtzahl der VPS22-GFP-Signale (ca. 10, Abb. 2.11, B) und einmal mit der
Gesamtzahl der VPS2-RFP-Signale (ca. 20, Abb. 2.11, B) ins Verhaltnis gesetzt.
Daraus resultierte eine mehr als 80 prozentige Kolokalisierung von VPS22-GFP mit
VPS2-RFP, gleichwohl umgekehrt weniger als 50 % der zahlreicheren VPS2-RFP-
Signale mit VPS22-GFP kolokalisierten (Abb. 2.10, C). VPS22-GFP kolokalisierte
also mit einer Subpopulation von VPS2-RFP am TGN/EE, wahrend eine weitere
Subpopulation von VPS2-RFP (die etwa 50 % des Gesamtsignals ausmacht) auch
andere Kompartimente markiert. Hierdurch wurde bestatigt, dass die Ergebnisse der
vorherigen Lokalisierungsstudien nicht artifiziell waren und beide ESCRT-

Komponenten tatsachlich differentiell an Endosomen verteilt sind.
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Abb. 2.11: Transiente Genexpression von VPS22-GFP und VPS2-RFP in
Tabakprotoplasten. Nach 18-24 h Inkubation wurden die Proben am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Um die differentielle Lokalisierung aus Abb. 2.6 und Abb. 2.10 zu
prufen, wurden beide ESCRT-Komponenten koexprimiert (A). Bei Wortmannin-Behandlung
(WM) zeigte sich nur VPS2-RFP sensitiv, angezeigt durch ringférmige Strukturen (A, weil
gefasster Einsatz). Die Anzahl an VPS2-RFP-Signalen war etwa doppelt so hoch wie die von
VPS22-GFP (B). Daraus resultierte eine hohe Kolokalisierungsrate von VPS22-GFP mit
VPS2-RFP die umgekehrt bedeutend geringer war (C). Weille Pfeilspitzen zeigen
unabhangige VPS2-RFP-Signale an. Fir die Quantifizierung wurden n=20
Tabakprotoplasten analysiert. Die Grofte der Maf3stabbalken entspricht 5 um.
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2.4 Funktionelle Charakterisierung der ESCRT-Maschinerie

Fur eine funktionelle Analyse der ESCRT-III Komponente VPS2, wurde dessen C-
terminales MIT-interacting motif (MIM) deletiert. In Hefe ist der C-Terminus von
Vps2 fur die Interaktion mit der AAA-ATPase Vps4 (SKD1 in Pflanzen)
verantwortlich (Obita et al., 2007; Hurley und Yang, 2008). Eine Deletion kbénnte
auch in Pflanzen die Rekrutierung von SKD1 an ESCRT-IIl und damit die
Dissoziation von ESCRT-Komponenten, verhindern. Eine fehlende Dissoziation von
ESCRT-Komponenten flihrt wahrscheinlich zum Abbruch der Bildung ILV des
MVBs/LEs und damit zu einem Transportstopp des vakuolaren Transportes.
Zunachst sollte untersucht werden, ob die generierte VPS2-Mutante (VPS2-DN)
einen Einfluss auf die Sekretion bzw. den vakuolaren Transport hat. Daflir wurden
quantitative Proteintransportstudien, mit dem sekretorischen Reporter amy und dem
Reporter fir die Vakuole, amy-spo, durchgefihrt. Sowohl wildtypisches VPS2
(wtVPS2) als auch VPS2-DN wurden mit amy koexprimiert. Fiir Untersuchungen
des vakuolaren Transportes wurden VPS2-DN und VPS2-GFP mit dem Reporter
amy-spo koexprimiert. Nach 18-24 h Inkubation wurden die Medien und die Zellen
getrennt, enzymatisch analysiert und der Sekretionsindex (SI) berechnet. In
Koexpressionsstudien mit dem sekretierten Reporter amy, zeigten weder wtVPS2
noch VPS2-DN einen Effekt auf die Sekretion (Abb. 2.12, A und B). Koexpression
von VPS2-DN mit amy-spo fuhrte hingegen zu einer Fehlsortierung: Der S| von
amy-spo stieg dosisabhangig auf das flinffache des Kontrollwerts an (Abb. 2.12, C).
Anstatt in die Vakuole transportiert zu werden, ist amy-spo nun im Kulturmedium
detektierbar und verhalt sich wie der sekretierte Reporter amy. Dieser Effekt ist in
der Literatur als induzierte Sekretion l|8slicher vakuolarer Proteine beschrieben
(daSilva et al., 2005). Wird die GFP-Fusion von VPS2 (VPS2-GFP) mit amy-spo
koexprimiert, zeigt sich der gleiche Effekt wie fliir VPS2-DN, wenngleich schwacher
ausgepragt (Abb. 2.12, D). Dies deutet darauf hin, dass die Fusion eines

Fluorophors am C-Terminus von VPS2 die Interaktion mit SKD1 beeintrachtigt.
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Abb. 2.12: Quantitative Proteintransportstudien mit wtVPS2, VPS2-DN und VPS2-GFP.
Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten. Als Kontrolle wurden 5 ug der fir amy
kodierenden Plasmid-DNA, fir amy-spo 15 ug eingesetzt. Bei gleichbleibender Menge der
Reporter wurden 1 ug, 3 yg und 10 ug der zu untersuchenden VPS2-Proteine koexprimiert.
Medium und Zellen wurden nach 18-24 h Inkubation getrennt, enzymatisch analysiert und
der Sekretionsindex (Sl) berechnet. Weder wtVPS2 noch VPS2-DN beeinflussten die
Sekretion des Reporters amy (A und B). Vakuolarer Transport hingegen ist durch Expression
von VPS2-DN (C) und VPS2-GFP gestdrt und amy-spo wird in das Kulturmedium sekretiert
(induzierte Sekretion). Als Fehler ist die Standardabweichung von mindestens zwei
unabhangigen Experimenten angegeben.

Eine Mutagenisierung von SKD1 sollte demnach zu einem ahnlichen Phanotyp, wie
fur VPS2-DN beobachtet, fuhren. Deshalb wurde das wildtypische SKD1 (AtSKD1),
eine dominant-negative SKD1-Mutante (Shahriari et al., 2010, AtSKD1(AQ)) und die
entsprechenden YFP-Fusionen bezlglich ihres Effektes auf die Sekretion und auf
den Transport zur Vakuole untersucht. Wie schon bei der Expression von wtVPS2
und VPS2-DN, zeigte sich sowohl bei Expression von AtSKD1 als auch bei
Expression von AtSKD1(AQ) kein Einfluss auf die Sekretion des Reporters amy
(Abb. 2.13, A und B). Auch die C-terminalen YFP-Fusionen beider Proteine
beeinflussten die Sekretion nicht (Abb. 2.13, E und F). Wurde stattdessen der
Transport von amy-spo untersucht, zeigte sich eine dosisabhangige induzierte
Sekretion vakuolarer Fracht, wie auch zuvor bei der Expression von VPS2-DN zu
beobachten war (vergleiche Abb. 2.13, C und D mit Abb. 2.12, C). Besonders die
Mutante AtSKD1(AQ) zeigte eine starke Fehlsortierung; der Sl verzwanzigfachte
sich im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 2.13, D). Alle C-terminalen YFP-Fusionen

zeigten eine Reduzierung dieses Effektes.
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Abb. 2.13: Quantitative Proteintransportstudien mit AtSKD1, einer SKD1-Mutante
(AtSKD1(AQ)) und ihren C-terminalen YFP-Fusionen. Transiente Genexpression in
Tabakprotoplasten. Als Kontrolle wurden 5 ug der fir amy kodierenden Plasmid-DNA, fir
amy-spo 15 ug eingesetzt. Bei gleichbleibender Menge der Reporter wurden 1 pg, 3 ug und
10 ug der fur SKD1-Proteine kodierenden Plasmid-DNA eingesetzt. Medium und Zellen
wurden nach 18-24 h Inkubation getrennt, enzymatisch analysiert und der Sekretionsindex
(SI) berechnet. Keines der untersuchten Proteine beeinflusst die Sekretion (A, B und E, F).
Koexpression von AtSKD1 oder AtSKD1(AQ) mit amy-spo flhrt zur induzierten Sekretion
des vakuoladren Reporters (C und D), wobei der Effekt der Mutante wesentlich starker
ausgepragt ist. Die YFP-Fusionen schwachen die beobachteten Effekte auf amy-spo ab;
keine induzierte Sekretion ist mit AtSKD1 zu beobachten (G) und der Einfluss der Mutante
ist reduziert (H). Als Fehler ist die Standardabweichung von vier unabhangigen
Experimenten angegeben.
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Wurde AtSKD1-YFP exprimiert, war keine induzierte Sekretion mehr zu beobachten
(Abb. 2.13, G) und auch die von AtSKD1-YFP(AQ) verursachten Effekte gingen, im
Vergleich zur Mutante ohne YFP-Fusion, stark zuriick (Abb. 2.13, H).

Zur komplementaren Analyse der in Transportstudien gezeigten Effekte, wurden
VPS2-DN und AtSKD1(AQ) anhand von Western-Blot Analysen untersucht. Hierzu

wurde GFP-sporamin als Reporter fiir den vakuolaren Transport eingesetzt.

A VPS2-DN
-+ 10 30 100[ug]

Medium S - . < GFP-sporamin (40 kDa)

m ‘ GFP-sporamin (40 kDa)
Gl 4 GFP (vakuolare Form, 28 kDa)

Zellen

B AtSKD1(AQ)
-+ 10 30 100 [ug]

Medium ‘ Y . ‘GFF‘—sporamin (40 kDa)

‘ GFP-sporamin (40 kDa)
Zellen

4 GFP (vakuoldre Form, 28 kDa)

Abb. 2.14: Western-Blot Analyse der Effekte von VPS2-DN und AtSKD1(AQ) auf den
vakuoldren Transport. GFP-sporamin und je eine der ESCRT-Mutanten wurden in
Tabakprotoplasten transient koexprimiert. Nach 24 h Inkubation wurden Medium und Zellen
getrennt, analysiert und die Signale mittels eines GFP-Antikorpers detektiert. Wird GFP-
sporamin als Kontrolle exprimiert (+), ist nur ein sehr schwaches Signal im Medium zu
detektieren. Die Negativkontrolle (-) zeigt weder in der Mediumprobe noch in der Zellprobe
Signale. Quantitativ lasst sich der Reporter in seiner transitorischen Form (40 kDa) und
seiner prozessierten, vakuolaren Form (28 kDa) etwa gleich stark in den Zellen detektieren.
Mit steigender eingesetzter VPS2-DN Konzentration nimmt die vakuolare Form von GFP-
sporamin ab und der Reporter wird stattdessen vermehrt im Medium detektiert (A).
Expression von AtSKD1(AQ) =zeigt den gleichen Effekt und fuhrt schon bei 10 ug
eingesetzter Plasmid-DNA zum Totalverlust des vakuolaren und auch des transitorischen
GFP-Signals. Nur im Medium kann noch GFP detektiert werden (B).
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Werden Zellen, die einen GFP-fusionierten Reporter fir die Vakuole exprimieren,
bei Dunkelheit inkubiert, so wird das GFP nicht vollstdndig degradiert und bleibt
fluoreszent (daSilva et al., 2005). Diese charakteristische Bildung einer vakuolaren
GFP-Form, mit einem spezifischen Molekulargewicht von ca. 28 kDa, wurde
genutzt, um die Effekte der Expression von VPS2-DN und AtSKD1(AQ) zu
untersuchen. In der Positivkontrolle (Abb. 2.14, (+), Medium) ist eine sehr schwache
40 kDa Bande im Medium zu erkennen, in der Zellfraktion dagegen werden zwei
starke Banden detektiert, die ihrer Grole nach GFP-sporamin und der
prozessierten, vakuolaren Form entsprechen (Abb. 2.14, (+), Zellen). Koexpression
des Reporters und VPS2-DN flihrte zu einer dosisabhangigen Verstarkung des
GFP-sporamin Signals im Medium und einer deutlichen Reduktion der vakuolaren
Form von GFP in den Zellen (Abb. 2.14, A). Exprimiert man AtSKD1(AQ), so
verschwindet sowohl die prozessierte als auch die transitorische Form von GFP in
der Zellfraktion schon bei der niedrigsten eingesetzten Konzentration an Plasmid-
DNA (10 pg) und ein sehr starkes GFP-sporamin Signal kann im Medium detektiert
werden (Abb. 2.14, B). Auch bei hoher eingesetzten Plasmid-Konzentrationen wird
das Signal im Medium nicht starker; ein Hinweis darauf, dass die Inhibierung des
vakuolaren Transportes schon maximal ausgebildet ist. Der in den quantitativen
Transportstudien gezeigte Effekt der induzierten Sekretion vakuolarer Fracht (siehe
Abb. 2.12 und Abb. 2.13), konnte somit auch anhand von Western-Blot Analysen

bestatigt werden.

2.5 An welchem Kompartiment erfolgt eine Fehlsortierung?

Fur eine detailliertere Untersuchung des durch die Expression der ESCRT-Mutanten
gestorten vakuolaren Transportes, sollte ermittelt werden, an welchem
Kompartiment die Fehlsortierung erfolgt. Deshalb wurde der Einfluss von VPS2-DN
auf die Verteilung endosomaler Marker untersucht. Eine Anderung der Verteilung
von TGN- und MVB-Markern sollte mit einer Anderung der Kolokalisierungsrate
einhergehen. Da bekannt ist, dass Markerproteine erst nach einiger Zeit ihre
Normalverteilung einnehmen (Niemes et al.,, 2010a; Robinson et al., 2011), sollte
die minimale Inkubationszeit fir das Erreichen der typischen Verteilung der
endosomalen Reporter bestimmt werden. Als Voraussetzung fiir die Analyse von
VPS2-DN wurde deshalb in Zeitreihen-Untersuchungen die Kolokalisierung von
TGN- und MVB-Marker analysiert.
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A YFP-SYP61+mRFP-VSR2 | B YFP-SYP61+mRFP-VSR2 | C  YFP-SYP61+mRFP-VSR2

Abb. 2.15: Zeitreihe der Verteilung des TGN-Markers YFP-SYP61 und des MVB-
Markers mRFP-VSR2 in transienter Expression. Fir YFP-SYP61 wurde 1 pug der
kodierenden Plasmid-DNA, fir mRFP-VSR2 5pug der kodierenden Plasmid-DNA
elektroporiert. Nach 6 h (A), 12h (B) und 18 h (C) Inkubation wurde die Verteilung der
Marker untersucht. Je langer inkubiert wurde, desto mehr nahm die Kolokalisierungsrate ab.
Erst nach 18 h erreichten die Markerproteine ihre Normalverteilung. Die GroéRe der
Mafstabbalken entspricht 5 um.

Dafiur wurden YFP-SYP61 als TGN-Marker und mRFP-VSR2 als MVB-Marker
koexprimiert und CLSM-Aufnahmen 6h, 12h und 18 h nach Transfektion
angefertigt. Die Signalstarke nach 6 h war schwach und die vorhandenen Signale
kolokalisierten groRtenteils (Abb. 2.15, A). Nach 12 h war das Expressionsniveau
wesentlich héher und die Kolokalisierungsrate gesunken (Abb. 2.15, B). Nach 18 h
schlie3lich, kolokalisierten TGN-Marker und MVB-Marker kaum und die Signalstarke
blieb konstant (Abb. 2.15, C). Die Kolokalisierung beider Markerproteine in
transienter Expression bei kurzer Inkubationszeit (6 h und 12 h) lasst sich durch den
graduellen Transport durch die Kompartimente des Endomembransystems, bis zum
Erreichen des Zielkompartiments, erklaren (Niemes et al., 2010a; Robinson et al.,
2011). Der Einfluss von VPS2-DN auf die Verteilung von TGN- und MVB-Markern
wurde deshalb erst nach mindestens 18 h Inkubationszeit analysiert. Fiir VPS2-DN
wurden 30 ug Plasmid-DNA eingesetzt, was in Western-Blot Analysen zu einer
deutlichen Fehlsortierung vakuolarer Fracht gefiihrt hatte (siehe Kapitel 2.4). Fur
eine Redundanz der Ergebnisse, wurden verschieden Markerproteine fir das MVB
(mRFP-VSR2, mRFP-ARA7 und ARA6-mRFP) mit YFP-SYP61 koexprimiert und die
Anderung der Signalverteilung in Abhangigkeit von VPS2-DN analysiert. Als
Referenz und Kontrolle wurde YFP-SYPG61 jeweils mit einem Marker fir das
MVB/LE koexprimiert und die Kolokalisierungsrate ohne VPS2-DN bestimmt (Abb.
2.16, A, D, G). Hierzu wurden die Signale von n=20 Tabakprotoplasten ausgezahlt
und die durch Uberlappung griiner und roter Signale resultierenden gelben Signale

als Kolokalisierung gewertet.
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Die Koexpression von YFP-SYP61 und mRFP-VSR2 filhrte zum Auftreten zweier
unabhangiger, punktférmiger Signalpopulationen (Abb. 2.16, A). Wurden die beiden
Markerproteine nun mit VPS2-DN koexprimiert, zeigte sich eine wesentlich gréRere
Uberlappung (Abb. 2.16, B), sodass die Kolokalisierungsrate auf fast 80 % anstieg
(Abb. 2.16, C). Die Kolokalisierungsrate des TGN-Markers YFP-SYP61 mit dem
MVB-Marker mRFP-ARA7 stieg durch Expression von VPS2-DN ebenfalls deutlich,
auf etwa 75 % an (Abb. 2.16, F). Hierbei zeigten sich zudem vergroRerte, fur beide
Markerproteine untypische Signale (Abb. 2.16, E). Der gleiche Effekt konnte
beobachtet werden, wenn ARA6-mRFP als MVB-Marker exprimiert wurde
(vergleiche Abb. 2.16 G und H). Hier stieg die Kolokalisierungsrate von ca. 15 % auf
Uber 70 % an (Abb. 2.16, I). Die durch die Expression von VPS2-DN gesteigerte
Kolokalisierungsrate endosomaler Markerproteine ist voraussichtlich durch einen
inhibitorischen Effekt auf den Transport vom TGN/EE zum MVB/LE zu erklaren.

Eine Inhibierung des Transportes von VSR-basierten Markerproteinen (mRFP-
VSR2, GFP-BP80) fir das MVB/LE und deren damit einhergehende erhoéhte
Kolokalisierung am TGN/EE, war schon bei Niemes et al. mit einem RNAi-Konstrukt
gegen eine Untereinheit des Retromer, sorting nexin 2a (RNAI-SNX2a), beobachtet
worden. Allerdings war hier der Transport I6slicher vakuolarer Fracht unbeeinflusst
geblieben (Niemes et al, 2010b). Alle charakterisierten ESCRT-Mutanten hingegen
zeigten, sowohl in Proteintransportstudien als auch in Western-Blot Analysen, eine
deutliche Inhibierung vakuolaren Transportes (siehe Kapitel 2.4). Es deutete sich
also an, dass die durch die ESCRT-Mutanten verursachten Effekte allgemeinerer

Natur sind und den Transport vom TGN/EE zum MVB/LE generell inhibieren.
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Abb. 2.16: Einfluss von VPS2-DN auf die Verteilung endosomaler Marker. Transiente
Genexpression in Tabakprotoplasten. Es wurde 1-7 ug der fir die Markerproteine
kodierenden Plasmid-DNA eingesetzt. Alle Proben wurden 18-24 h inkubiert und
anschlieRend am konfokalen Lasermikroskop analysiert. Expression von VPS2-DN fiihrt zur
Uberlagerung von Ublicherweise separaten Signalen des TGN-Markers YFP-SYP61 und den
MVB-Markern mRFP-VSR2, mRFP-ARA7 und ARA6-mRFP (Vergleiche A, D, G mit B, E,
H). Die Veranderung der Kolokalisierungsrate der Markerproteine wurde quantitativ
untersucht (C, F und I). Dafir wurden die Signale von n=20 Tabakprotoplasten ausgewertet.
Far alle MVB-Marker zeigt sich eine héhere Kolokalisierung mit dem TGN-Marker bei VPS2-
DN-Koexpression. Die Grolke des Malistabsbalkens betrdgt 5 um. Als Fehler ist die
Standardabweichung angegeben.

Um zu bestatigen, dass die Expression von RNAI-SNX2a spezifisch nur den
Transport des MVB-Markers mRFP-VSR2 inhibiert (Niemes et al., 2010a), wurde
RNAI-SNX2a mit den gleichen Markerkombinationen, wie flir VPS2-DN in Abb. 2.16
gezeigt, untersucht. Bei Expression von RNAi-SNX2a mit dem TGN-Marker YFP-
SYP61 und der MVB-Marker mRFP-VSR2 &nderte sich die Verteilung der
Markerproteine und die Kolokalisierungsrate stieg von etwa 30 % auf Uber 60 % an
(Abb. 2.17, A-C).
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Fur diese Markerkombination war der von RNAi-SNX2a verursachte Effekt also
vergleichbar mit dem durch Expression von VPS2-DN verursachten Effekt
(vergleiche Abb. 2.17, A-C mit Abb. 2.16, A-C).
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Abb. 2.17: Einfluss von RNAI-SNX2a auf die Verteilung endosomaler Marker.
Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten. Es wurde 1-7 ug der fir die Marker-
Proteine kodierenden Plasmid-DNA eingesetzt. Fir RNAi-SNX2a wurden 10 ug Plasmid-
DNA eingesetzt. Alle Proben wurden 18-24 h inkubiert und anschliefiend am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Die Expression von RNAIi-SNX2a flihrte zur Kolokalisierung der
Ublicherweise separaten Signale von YFP-SYP61 und mRFP-VSR2 (Vergleiche A und B)
und die Kolokalisierungsrate verdoppelt sich (C). Die Kolokalisierungsrate von YFP-SYP61
mit den MVB-Markern mRFP-ARA7 und ARAG-mRFP blieben bei Expression des RNAI-
Konstruktes unverandert (Vergleiche D, E und G, H). Eine statistische Analyse zeigte keine
signifikante Anderung der Kolokalisierung (F und ). Die GroRe der MaRstabsbalken
entspricht 5 um. Es wurden fir jedes Experiment n=20 Tabakprotoplasten ausgewertet und
als Fehler die Standardabweichung angegeben.
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Wurden als MVB-Marker hingegen die cytosolischen Reporter mRFP-ARA7 und
ARAG-mRFP exprimiert, fihrte die Koexpression mit RNAi-SNX2a zu keiner
Anderung der Marker-Verteilung und die Kolokalisierungsrate mit dem TGN-Marker
YFP-SYP61 blieb konstant (Abb. 2.17, D-l). Somit bestéatigte die Expression von
RNAI-SNX2a den spezifischen Effekt auf den Transport des vakuolaren
Sortierungsrezeptors (VSR) und diente gleichzeitig als Kontrolle fir den
allgemeineren Effekt von VPS2-DN. Die von der ESCRT-Mutante ausgeldste
Inhibierung des Transportes vom TGN/EE zum MVBI/LE, zeigte sich nicht alleine
durch eine steigende Kolokalisierungsrate, sondern die Signale veranderten sich
auch morphologisch. Generell waren die entstehenden Signalstrukturen aus
Markerproteinen fir das TGN/EE und MVB/LE grofier und konnten nicht alleine dem
TGN/EE oder dem MVB/LE zugeordnet werden.

In ultrastrukturellen Analysen von Arabidopsis-Wurzelspitzen konnte, neben der
Existenz typischer MVBs/LEs (Abb. 2.18, A und B), auch das Vorkommen von TGN-
MVB Hybrid-Strukturen beobachtet werden (Abb. 2.18, C und D). Diese endogenen
Hybrid-Strukturen  stellen  wahrscheinlich  die  Momentaufnahme  eines
Reifungsprozesses von TGN/EE zum MVB/LE dar. Die héhere Kolokalisierungsrate
der morphologisch veranderten Signale von TGN- und MVB-Markern bei
Koexpression von VPS2-DN, koénnte also durch die Inhibierung dieses
Reifungsprozesses erklart werden. Zusammen mit der differentiellen Lokalisierung
von ESCRT-Komponenten (Abb. 2.2, Abb. 2.6 und Abb. 2.10) und der Inhibierung
des Transportes zur Vakuole durch die ESCRT-Mutanten (Abb. 2.12, Abb. 2.13 und
Abb. 2.14) lasst sich schlieRen, dass fehlende ESCRT-Funktionalitat bereits auf
Ebene des TGN/EE zu einer Fehlsortierung und somit einer gestorten MVB-

Entwicklung flhrt.

Abb. 2.18: MVBs entstehen aus tubulo-vesikularen Strukturen. Querschnitt eines
typischen MVB/LE aus einer Hochdruck-gefrorenen Wurzelspitze (A). Oft sind
elektronendichte Beschichtungen (clathrin-plaque) an der dulleren Membran zu erkennen
(schwarzer Pfeil, B). In chemisch fixierten Zellen sind MVBs/LEs (schwarze Pfeile) zu finden
die keine typisch runde Form haben und mit flaschenhalsahnlichen tubuldren Strukturen
verbunden sind (schwarze Pfeilspitzen, C und D). Grofle der Malstabsbalken = 2 uym.
(Aufnahmen bereitgestellt von Dr. Corrado Viotti).
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2.6 Ein Reportersystem zur ESCRT-Charakterisierung

Durch die funktionelle Charakterisierung der ESCRT-Komponenten und die
resultierenden differentiellen Effekte der Mutanten, stehen molekulare Werkzeuge
zur Aufklarung der ESCRT-vermittelten Proteinsortierung zur Verfigung. Die
Analyse dieser Sortierungsprozesse erfordert jedoch einen Reporter, der als Fracht
von der ESCRT-Maschinerie erkannt und sortiert wird. Die Komplexitat des TGN/EE
als Schnittstelle zwischen Sekretion, Endocytose und vakuolarem Transport
erschwert funktionelle Untersuchungen insofern, als dass selbst in vivo Aufnahmen
am konfokalen Lasermikroskop keine Transportrichtungen auflésen kdnnen.
Proteine, wie zum Beispiel der Rezeptor BRI1 (Brassinosteroid-insensitive 1),
kénnen das multifunktionelle TGN/EE entweder auf dem sekretorischen Weg zur
PM durchlaufen, oder bereits wieder endocytiert worden sein (Viotti et al., 2010).
Um zwischen sekretorischem und endocytischen Transport unterscheiden zu
kénnen, sollte ein ESCRT-abhangiges, nicht-sekretorisches Reportersystem
etabliert werden. Daher sollte ein GFP-basiertes Reportermolekil entwickelt
werden, welches, wie ein zu degradierendes Membranprotein, den endocytischen
Weg von der PM Uber die intraluminalen Vesikel (ILV) des MVB/LE zur lytischen
Vakuole nimmt. Die ldentifizierung eines Signals fir die selektive posttranslationale
PM-Insertion war hierbei entscheidend. Die Fusion der 26 C-terminalen
Aminosauren der Arabidopsis Typ-ll ROP-GTPase AtROP10 ist ausreichend flr die
Rekrutierung von cytosolischem GFP an die Plasmamembran (Lavy und Yalovsky,
2006). Die Aminosauresequenz der GTPase enthalt ein hochkonserviertes Motiv,
welches aus zwei Glycin/Cystein-Paaren besteht. Diese so genannte [GC-CG]-Box
(kurz Box) wird Uber eine S-Acylierung der beiden Cysteine posttranslational an die
Plasmamembran rekrutiert und kann dann der Identifizierung putativer
Internalisierungssignale dienen. So konnen beispielsweise fluoreszierende Molekule
via Box-Sequenz an die PM rekrutiert und beliebige Signalsequenzen auf ihre
Internalisierungskompetenz untersucht werden. Fir das Reportersystem wurde
deshalb die Box-Sequenz an den N-Terminus von cytosolischem GFP fusioniert
(Box-GFP, Abb. 2.19, A; siehe 4.5) und zur Uberprifung der PM-Rekrutierung
transient in Tabakprotoplasten exprimiert. Das Reporterkonstrukt wurde effizient an
die PM rekrutiert und kaum cytosolischer Hintergrund war zu detektieren (Abb. 2.20,
A). Um Ubiquitin (Ub) als Endocytose- und ESCRT-Signal zu untersuchen, wurde
Ub an den C-Terminus von Box-GFP fusioniert (Abb. 2.19, B; siehe 4.5). Im
Gegensatz zu Saugern und Hefe ist Ubiquitin in Pflanzen bislang nicht als Signal fir

den Eintritt in den MVB-Sortierungsweg beschrieben worden.
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Abb. 2.19: Schematische Ubersicht der Reporterkonstrukte. Das Konstrukt Box—GFP
(A) basiert auf cytosolischem GFP, welches N-Terminal an die minimale Sequenz (Box) fir
eine posttranslationale Rekrutierung an die PM fusioniert wurde. Membranbindung erfolgt
hierbei Uber eine S-Acylierung der zwei konservierten Cystein-Seitenketten der Box. Der
Reporter Box-GFP-Ub (B) basiert auf der Fusion von Ubiquitin (Ub) an den C-Terminus des
beschriebenen Konstrukts (A). Der PM-Marker RFP-TMD23 (C) setzt sich aus einem
Signalpeptid fur den Eintritt in das Endomembransystem (nicht gezeigt), monomerem RFP
und einer Transmembrandomane aus 23 Aminosauren (TMD23) zusammen, welche die
Lokalisierung des Konstrukts an der PM vermittelt. Der Reporter RFP-TMD23-Ub (D) basiert
auf dem beschriebenen PM-Marker und ist C-Terminal mit Ub fusioniert

Die transiente Expression, des mit Ubiquitin fusionierten Reporters (Box-GFP-Ub),
zeigte eine Signalverteilung in klar abgegrenzten, punktférmigen Signalen (Abb.
2.20, B). Obwohl im optischen Schnitt weiterhin schwach die PM markiert war, sind
auch hier klar abgegrenzte, punktformige Signale zu detektieren (Abb. 2.20, C).

Zusammen kann dies als erstes Indiz fir eine erfolgreiche Endocytose des

Reporters gewertet werden.

Box-GFP-Ub (kortikale Ansicht) | Box-GFP-Ub (optischer Schnitt)

Abb. 2.20: Signalverteilung des Reporters Box-GFP-Ub. Fir die transiente Expression in
Tabakprotoplasten wurden je 1 ug der fiir Box-GFP und Box-GFP-Ub kodierenden Plasmid-
DNA eingesetzt und die Proben nach 18-48 h am CLSM analysiert. Wahrend Box-GFP an
der PM lokalisiert ist (A), tritt Box-GFP-Ub in punktférmigen Signalen auf (B und C). Kortikale
Aufnahme (B) und optischer Querschnitt von Box-GFP-Ub (C). Mal3stabsbalken = 5 ym.

Koexpression von Box-GFP-Ub mit den endosomalen Markern YFP-SYP61 als
TGN-Marker und mRFP-ARA7 als MVB-Marker zeigten, dass der Reporter sowohl
am TGN/EE (Abb. 2.21, A-C) als auch am MVB/LE lokalisiert ist (Abb. 2.21, D-F).
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Abb. 2.21: Charakterisierung von Box-GFP-Ub. Transiente Genexpression in
Tabakprotoplasten. Alle Proben wurden 18-48 h inkubiert und anschlieRend am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Koexpression von Box-GFP-Ub mit dem TGN-Marker YFP-
SYP61 zeigt eine deutliche Kolokalisierung in punktférmigen Signalen (A-C). Auch bei
Koexpression mit mMRFP-ARA7 als MVB-Marker zeigten sich Uberlappende Signale (D-F).
Behandlung mit 30 yM Wortmannin fiihrte zur, fir MVBs/LEs typischen, Bildung ringférmiger
Strukturen (G), die ohne WM nicht detektierbar sind (H). Eine 3D-Projektion von
Serienaufnahmen eines Protoplasten von der PM bis zum Mittelpunkt zeigte punktférmige
Signale an der PM und im Cytosol (I). Kolokalisierung und WM-induzierte Ringe sind durch
weille Pfeilkdpfe gekennzeichnet. Mal3stabsbalken = 5 ym.



Ergebnisse 45

Um die Lokalisierung am MVBJ/LE zu bestatigen, wurde Box-GFP-Ub mit 30 uM der
Droge Wortmannin (WM) fir eine Stunde inkubiert (Abb. 2.21, I). Diese WM-
Behandlung flihrte zu einer, nur fir MVBs/LEs typischen Bildung ringformiger
Strukturen, die eine Lokalisierung von Box-GFP-Ub an diesem Kompartiment
bestatigten. Diese Lokalisierung, die WM-Sensitivitdt der Signale sowie die
Kolokalisierung mit endosomalen Markern belegten endglltig, dass die
Reportermolekiile endocytiert und bis zum MVB/LE transportiert werden. Der letzte
Transportschritt fir die Degradierung von Membranproteinen vom MVB/LE zur
lytischen Vakuole konnte allerdings nicht beobachtet werden. Der Reporter Box-
GFP-Ub erreichte das vakuolare Lumen auch nach 48 h Expressionszeit nicht und
erwies sich somit als ungeeignet, diesen letzten Transportschritt auf ESCRT-
Abhangigkeit zu untersuchen. Einer der Griinde fliir den ausbleibenden Transport
zur Vakuole kénnte die mangelnde Stabilitdt der S-Acylierung sein. Eine putativ
reversible Membranbindung kénnte dazu fuhren, dass die Sortierung in die ILV des
MVB/LE ausbleibt, der Reporter zuriick in das Cytosol entlassen wird und dadurch
der Transport abbricht. Eine weitere Ursache konnte die kovalente Ubiquitin-
Bindung des Reporters darstellen. In Hefe wurde gezeigt, dass die
Deubiquitinierung von Frachtmolekilen essentiell fir den vakuoldren Transport ist
(Amerik et al., 2000).

2.7 Ein Reportersystems fur den Transport zur Vakuole

Um die Rolle der ESCRT-Maschinerie im letzten Schritt des MVB-Sortierungswegs
untersuchen zu kénnen, wurde die Etablierung eines Reportersystems angestrebt,
welches final das Lumen der Vakuole erreicht. Damit die Reversibilitat der
Membranbindung als Ursache flr einen Transportstopp ausgeschlossen werden
konnte, sollte als Grundlage des modifizierten Reportersystems ein stabil in der
Membran inseriertes Protein dienen. Dies sollte zudem eine Differenzierung
zwischen den oben genannten Moglichkeiten des Transportstopps von Box-GFP-Ub
moglich machen. Ausbleibender Transport in das vakuolare Lumen ware bei stabiler
Insertion in die Membran, nur durch fehlende Deubiquitinierung zu erklaren. Als
Ausgangsmolekul fur das zweite Reportersystem, wurde deshalb der fluoreszente
Plasmamembran-Marker RFP-TMD23 (Brandizzi et al., 2002b) fir eine Fusion mit
Ubiquitin genutzt. Dieses Typ-l Membranprotein ist stabil in die Membran inseriert
und fast ausschlieBlich an der Plasmamembran lokalisiert (Abb. 2.22, A). Der Grund
hierflr ist die Lange der hydrophoben Transmembrandoméane (TMD) von genau 23

Aminosauren (Brandizzi et al., 2002b).
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RFP-TMD23 | B RFP-TMD23-Ub

RFP-TMD23-Ub

isolierte Vakuole

RFP-TMD23-Ub ; Durchlicht

Abb. 2.22: Der Reporter RFP-TMD23-Ub. Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten.
Alle Proben wurden 18-48 h inkubiert und anschlieRend am konfokalen Lasermikroskop
analysiert. RFP-TMD23, als Kontrolle, wurde an der PM lokalisiert (A). Fusion mit Ubiquitin
fihrte zum Transport des Reporters in die Vakuole (B). Isolierte Vakuolen zeigten starke
Fluoreszenz (C und D). BY2-Zellen zeigten mehrere markierte Vakuolen unterschiedlicher
Grole (E und F). Malistabsbalken = 5 pm.

Tatsachlich zeigte die Fusion von Ubiquitin an den C-Terminus von RFP-TMD23
(RFP-TMD23-Ub, siehe 4.5) nach anschlieRender transienter Expression in
Tabakprotoplasten fluoreszente Signale, die der Vakuole zugeordnet werden
kénnen (Abb. 2.22, B-D). Expression in Protoplasten von BY2-Zellen zeigten RFP-
TMD23-Ub-Signale in mehreren, deutlich getrennten Vakuolen (Abb. 2.22, E und F).
Diese Beobachtungen suggerieren, dass als Vorraussetzung fir den Transport zur

Vakuole die Art der Membranbindung entscheidend ist. Die fehlende
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Deubiquitinierung des Reporters Box-GFP-Ub spielt demnach nur eine

untergeordnete Rolle fiir das Erreichen der Vakuole.

RFP-TMD23-Ub YFP-SYP61| C

RFP-TMD23-Ub | E

Abb. 2.23: Charakterisierung des Reporters RFP-TMD23-Ub. Transiente Genexpression
in Tabakprotoplasten. Damit die punktférmigen Signale des Reporters RFP-TMD23-Ub trotz
der starken Hintergrund-Fluoreszenz der markierten Vakuolen untersucht werden konnten,
wurden die Proben relativ kurz (16-20 h) inkubiert und anschlieRend am konfokalen
Lasermikroskop analysiert. Koexpression von RFP-TMD23-Ub mit dem TGN-Marker YFP-
SYP61 zeigt eine deutliche Kolokalisierung in punktférmigen Signalen (A-C). Koexpression
von RFP-TMD23-Ub mit GFP-BP80 als MVB-Marker zeigt ebenfalls eine hohe
Kolokalisierungsrate (D-F). Damit wurde gezeigt, dass die Reportermolekiile Uber
endosomale Kompartimente transportiert werden, bevor sie die Vakuole erreichen.
Mafstabsbalken = 5 ym. Kolokalisierung ist durch weille Pfeilkdpfe angezeigt.

Da die RFP-TMD23-Ub-Signale nicht auf das Lumen der Vakuole beschrankt
waren, sondern auch als punktférmige Signale auftraten (Abb. 2.22, B, weilke
Pfeilkopfe), wurden Koexpressionsstudien mit dem TGN-Marker YFP-SYP61 und
dem MVB-Marker GFP-BP80 durchgefuhrt. Eine relativ kurze Expressionszeit wurde
gewahlt (ca. 16-20 h), damit der Transport zur Vakuole noch nicht gesattigt und die
Hintergrundsignale niedrig waren. Eine hohe Zahl von Signalen fiir das TGN/EE
(Abb. 2.23, A-C, weilRe Pfeilkdpfe) und fur das MVB/LE (Abb. 2.23, D-F, weil’e
Pfeilkopfe), beides Transit-Kompartimente auf dem Weg zur Vakuole, kolokalisierten
mit RFP-TMD23-Ub und bestatigten, dass der Reporter den endocytischen Weg
durchlauft. Koexpression mit einem lI6slichen Frachtmolekil fiir die Vakuole,
aleurain-GFP, zeigte einen hohen Grad an Kolokalisierung (Abb. 2.24, A bis C) und
suggerierte, dass der membrangebundene Reporter RFP-TMD23 und das I6sliche

Protein Uber den gleichen Transportweg zur Vakuole gelangen kénnten.
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2.8 ESCRT-Abhangigkeit des Reportersystems

Um zu untersuchen, ob der durch Ubiquitin initiierte Transport des Reporters RFP-
TMD23-Ub zur Vakuole ESCRT-abhangig ist, wurde die in Kapitel 2.4
charakterisierte SKD1-Mutante (AtSKD1(AQ)) mit RFP-TMD23-Ub und aleurain-
GFP koexprimiert. Beide Markerproteine erreichten das Lumen der Vakuole nicht,
sondern zeigten tubulare und punktformige Signale, wobei letztere kolokalisiert
waren (siehe Abb. 2.24, D bis E; weille Pfeilkdpfe). Der Transportweg zur Vakuole
ist demnach sowohl fiur 16sliche Proteine als auch fir membrangebundene Proteine
ESCRT-abhangig.

RFP-TMD23-Ub aleurain-GFP

D RFP-TMD23-Ub+AtSKD1(AQ) aleurain-GFP+AtSKD1(AQ)

-1

Abb. 2.24: ESCRT-Abhangigkeit des vakuolaren Transportes. Transiente Genexpression
in Tabakprotoplasten. Um ein starkes vakuolares Signal detektieren zu kénnen, wurden die
Proben 24-48 h vor der CLSM-Analyse inkubiert. Sowohl der Reporter RFP-TMD23-Ub als
auch das l6sliche vakuolare Frachtmolekil aleurain-GFP erreichten das Lumen der Vakuole
und kolokalisierten (A-C). Koexpression mit AtSKD1(AQ) flhrte zu einer Inhibierung des
vakuoléaren Transportes (D-F). Trotzdem kolokalisierten beide Proteine weiterhin teilweise;
dies deutet auf einen identischen Transportweg hin. MafRstabsbalken = 5 pum. Weile
Pfeilkdpfe zeigen Kolokalisierung an.

2.9 Der Ubiquitinierungs-Status bei Protein-Internalisierung

Als eine wichtige Vorraussetzung fur die Internalisierung von Membranproteinen
wird in Hefe und Saugern der Status der Ubiquitinierung diskutiert. Es wurde
gezeigt, dass eine Monoubiquitinierung als Internalisierungssignal fungiert, wahrend

eine Polyubiquitinierung zur Erkennung und anschlieBenden Degradierung léslicher
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Proteine durch das Proteasom dient (Pickart und Cohen 2004; Dupre et al., 2004).
In Hefe und Saugern zeigte eine Polyubiquitinierung mit kurzen Ubiquitin-Ketten
(verknUpft Gber das Lysin an Position 63) eine besonders effiziente Internalisierung
von Proteinen der Plasmamembran (Madshus, 2006, Galan und Haguenauer-
Tsapis, 1997; Geetha et al., 2005). Durch Deletion der zwei C-terminal
endstandigen Glycine des Ubiquitins konnte bewiesen werden, dass neben
Polyubiquitinierung an den Lysinen an Position 48 und 63 auch am C-Terminus eine
Ubiquitinierung stattfinden kann (Chen und De Camilli, 2005). Da hierzu in Pflanzen
keine Daten vorliegen, wurde die Bedeutung des Ubiquitinierungs-Status mit Hilfe

der beiden etablierten Reportersysteme analysiert.

Box-GFP Box-GFP-Ub

Box-GFP-UbAGG

RFP-TMD23 RFP-TMD23-Ub

RFP-TMD23-UbAGG

Abb. 2.25: Die Bedeutung der C-terminal endstindigen Glycine von Ubiquitin fiir den
Transport. Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten. Alle Proben wurden 18-48 h
inkubiert und anschlieRend am konfokalen Lasermikroskop analysiert. Box-GFP ist an der
PM lokalisiert (A); Fusion mit Ubiquitin flhrt zur Internalisierung (B). Deletion der beiden C-
terminalen Glycine von Ubiquitin verhindert die Internalisierung (C). Im Falle des TMD-
Reporters (RFP-TMD23) fiihrt eine Ubiquitin-Fusion zur Relokalisierung von der PM (D) in
die Vakuole (E). Die Deletion der endstéandigen Glycine des Ubiquitins hat keinen Effekt auf
den vakuolaren Transport (F). Mal3stabsbalken = 5 ym.

Dazu wurden die endstandigen Glycine des Box-GFP-Ub Konstruktes und des RFP-
TMD23-Ub-Konstruktes deletiert (Box-GFP-UbAGG und RFP-TMD23-UbAGG,
siehe 4.5). Transiente Expression von Box-GFP-UbAGG in Tabakprotoplasten
fuhrte zu einem klaren Signal an der Plasmamembran (Abb. 2.25, C). Keine
punktférmigen Signale waren sichtbar und das modifizierte Reporterkonstrukt
verhielt sich wie das Kontrollkonstrukt ohne Signal (Box-GFP, vergleiche Abb. 2.25,
C mit A und B). Interessanterweise zeigte die Expression von RFP-TMD23-UbAGG
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keinen anderen Phanotyp als das zuvor analysierte RFP-TMD23-Ub (vergleiche
Abb. 2.25, E und F). Beide Proteine wurden in das Lumen der Vakuole transportiert
und zeigten kaum Signale an der Plasmamembran (Abb. 2.25, D-F). Da fur die
Internalisierung von Box-GFP-Ub die C-terminalen Glycine essentiell sind, stellt sich
die Frage, ob die beiden TMD-Reporter (RFP-TMD23-Ub und RFP-TMD23-UbAGG)
vor Ankunft in der Vakuole tatsachlich noch zur Plasmamembran transportiert
werden, oder schon vorher eine Sortierung in Richtung der Vakuole erfahren. Der
Befund, dass eine Mutation des Ubiquitins von RFP-TMD23-Ub keinen
Transportstopp  bewirkt, spricht fir einen  vorherigen Abzweig im
Endomembransystem. Ein weiteres Indiz flr dieses Szenario, ist die Lokalisierung
der ESCRT-I Komponente VPS28 am Golgi und am TGN/EE (siehe Abb. 2.2 und
Abb. 2.3). Die Initierung der ESCRT-vermittelten Degradierung von
Membranproteinen schon auf Ebene des Golgi-Apparates bzw. des TGN/EE ist

somit vorstellbar.

2.10 Untersuchungen von VPS28 in Arabidopsis Pflanzen

Um zu untersuchen, inwiefern die Funktionalitat der ESCRT-Maschinerie an
Entwicklungsprozessen der Pflanze beteiligt ist, wurden Arabidopsis t-DNA-
Insertionsmutanten von VPS28 charakterisiert und durch Kreuzung verschiedener
Linien ein Ausschalten (knock-out) beider VPS28-Isoformen angestrebt. Fir die
Isoform VPS28-2 (at4g05000) wurde die homozygote t-DNA-Insertionslinie SALK
040274C, fur VPS28-1 (At4g21560) die SAIL-Linie 690 EO05 (Salk Institute Genomic
Analysis Laboratory, USA) verwendet. Nach erfolgter Anzucht (siehe 4.3.2), wurden
zuerst die Positionen und die Anzahl der t-DNA-Insertionen analysiert. Nach
Extraktion genomischer DNA aus Blattmaterial (siehe 4.6.1), konnten die t-DNA-
Insertionslinien genotypisiert werden. Mit genspezifischen Oligonukleotidprimern
(siehe 4.4.2) wurde dazu mittels PCR-Reaktionen (siehe 4.6.1) ausgeschlossen,
dass es sich um wildtypische Pflanzen handelt (Abb. 2.26, A und B, Fw + Rv).
Durch PCR-Reaktionen, mit den fir die t-DNA-Insertion spezifischen
Oligonukleotidprimern (LBb1.3 fur die SALK-Linie und Lb1 fur die SAIL-Linie) und
den genspezifischen Forward—Oligonukleotidprimern, konnte eine t-DNA-Insertion
nachgewiesen werden (Abb. 2.26, A— Fw + LBb1.3 und B — Fw + Lb1).
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A

PCR-Reaktionen mit verschiedenen
Primer-Kombinationen (s. unten)

Basenpaare t-DNA
3000 = Y
1500 = 5 ot 3
1000 = w | vPs28-2 (Atag05000)| |
0= UTR
§00 = SALK 040274C
250 =

Fw+Rv Fw+LBb1.3 RV+LBb1.3

PCR-Reaktionen mit verschiedenen
Primer-Kombinationen (s. unten)

Basenpaare
3000 = -DNA  t-DNA
i d ' ' 3
750 — w | vPs28-1 (Atag21560)| |
500 — UTR SAIL 690 E05
250) m—

Fw+Rv  Fw+Lb1 Rv+Lb1 Lb1

Abb. 2.26: Genotypisierung von t-DNA-Insertionsmutanten. Die Analyse zeigt, dass die
t-DNA einmal in der SALK-Linie (A) und zweimal hintereinander in der SAIL-Linie inseriert ist
(B). Alle PCR-Reaktionen wurden mit DNA aus Blattmaterial der Arabidopsis t-DNA
Insertionslinien als Template durchgefihrt. Fw = genspezifischer Forward-
Oligonukleotidprimer, Rv = genspezifischer Revers-Oligonukleotidprimer, LBb1.3 =t{-DNA
spezifischer Oligonuleotidprimer fur SALK-Linien, Lb1 =t-DNA spezifischer
Oligonuleotidprimer fur SAIL-Linien.

Durch PCR-Reaktionen mit den Revers-Oligonukleotidprimern und den t-DNA
spezifischen Oligonukleotidprimern (siehe 4.4.2) konnte gezeigt werden, dass die
SALK-Linie 040274C eine und die SAIL-Linie 690 EO5 mindestens zwei t-DNA-
Insertionen besitzt (Abb. 2.26, A — Rv+LBb1.3 und B — Rv+Lb1). Eine
abschlieliende PCR-Reaktion fur die SAIL-Linie mit dem Lb1-Oligonukleotidprimer

zeigte eine zweifache, gespiegelte Insertion der t-DNA (Abb. 2.26, B, Lb1).
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3 Wochen
nach Aussaat

4 Wochen
nach Aussaat

Abb. 2.27: Phanotypischer Vergleich von wt Arabidopsis Pflanzen und der SALK-Linie
VPS28-2. 3-4 Wochen nach der Aussaat ist ein verzdgertes Wachstum der VPS28-2 Linie
im Vergleich zu Arabidopsis Col-0 zu erkennen (vergleiche A und B).

Schon bei der Anzucht (siehe 4.3.2) der VPS28-2 SALK-Linie zeigte sich ein
verzégertes Wachstum im Vergleich mit wildtypischen Arabidopsis Pflanzen (Okotyp
Col-0). Drei Wochen nach der Aussaat war ein erster phanotypischer Unterschied
zu erkennen, der sich innerhalb einer Woche deutlich verstarkte (Abb. 2.27, A und
B). Nach sechs Wochen hatten wildtypische Pflanzen Bluten und Schoten
ausgebildet, wahrend die VPS28-2 Pflanzen eine deutlich geringere Wuchshohe,
erst wenige Bluten und keine Schoten erkennen lieRen (Abb. 2.28, A und B).
Auch bei der Hypokotyl-Entwicklung zeigten sich Unterschiede: Sechs Tage nach
Aussaat war die Hypokotyllange (siehe 4.4.1) der Kontrollpflanzen mit etwa 1,8 cm
signifikant groRBer als die nur etwa 1,3 cm langen Hypokotyle der
VPS28-2 Pflanzen (Abb. 2.28, C). Ein zweiseitiger T-Test vom Typ2
(http://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1.cfm) mit jeweils n=50 Werten zeigte
einen P-Wert < 0,0001 und bewies, dass die Differenz der Werte als extrem
signifikant anzusehen ist (p<0,001="**). Diese deutliche Wachstumsverzégerung in
den frihen Entwicklungsstadien der Pflanzen war jedoch temporar begrenzt. Bis zur

Samenreife nivellierte sich der Unterschied beinahe vollstandig.
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Abb. 2.28: Phanotypischer Vergleich von wt Arabidopsis Pflanzen und VPS28-2. Nach
6 Wochen konnte eine deutliche Wachstumsverzdgerung zwischen der t-DNA-Insertionslinie
VPS28-2 und dem Wildtyp (Col-0) festgestellt werden (A und B). Auch das
Hypokotyllangenwachstum nach 6 Tagen unterschied sich deutlich: Col-0 Pflanzen zeigten
eine Hypokotyllange von gut 18 mm, die t-DNA-Insertionslinie von etwa 13 mm (C). Ein
zweiseitiger T-Test (Typ2) verdeutlichte die Signifikanz der Differenz (p<0,001="*).
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Parallel zu der zeitintensiven Analyse der t-DNA-Insertionslinien, wurde die Arbeit
mit einem RNA-Inteferenz (RNAi)-Konstrukt gegen beide VPS28-Isoformen
begonnen. Nach erfolgter Klonierung (RNAi-VPS28, siehe 4.5) wurden
Transportanalysen mit dem Reportermolekiil fir den vakuolaren Transport, amy-

spo, durchgefiihrt.
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Abb. 2.29: Quantitative Proteintransportstudie mit RNAi-Interferenz von VPS28.
Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten. Als Kontrolle wurden 15 pg der fir amy-
spo kodierenden Plasmid-DNA eingesetzt. Bei gleichbleibender Menge des Reporters
wurden 1 ug, 3 ug und 10 pg der fir RNAI-VPS28 kodierenden Plasmid-DNA eingesetzt.
Medium und Zellen wurden nach 18-24 h Inkubation getrennt, enzymatisch analysiert und
der Sekretionsindex (SI) berechnet. Wahrend der Sl flir den vakuolaren Reporter amy-spo
unverandert blieb (A), konnte eine Steigerung der Aktivitat (Summe der Aktivitat im Medium
und in den Zellen) und damit eine Akkumulierung des Reporters in den Zellen beobachtet
werden (B). Als Fehler ist die Standardabweichung von zwei unabhangigen Experimenten
angegeben.

Wahrend sich der Sekretionsindex bei steigender eingesetzter Plasmid-
Konzentration von RNAi-VPS28 kaum veranderte (Abb. 2.29, A), erhdhte sich die
Gesamtaktivitat (Summe aus Aktivitdt im Medium und Aktivitat in den Zellen) um
Uber finfzig Prozent (Abb. 2.29, B) im Vergleich zur Kontrolle. Diese Erhhung kann
nur dann erklart werden, wenn die Aktivitdt zu gleichen Teilen im Medium und den
Zellen ansteigt. Eine reduzierte Degradierung des vakuolaren Reporters konnte
diesen Befund erklaren und wirde auf eine Stérung des Transportweges zur
Vakuole schon auf der Ebene des TGN/EE oder sogar des Golgi-Apparates

hinweisen.
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3 Diskussion

3.1 Lokalisierung von ESCRT-Komponenten

Alle Proteine stehen in einem dynamischen Gleichgewicht von Abbau und
Synthese. Wahrend die Degradierung l6slicher Proteine durch das Proteasom
erfolgt (Pickart und Cohen, 2004), sind die molekularen Mechanismen die zum
(selektiven) Abbau von Membranproteinen fihren noch weitgehend unverstanden.
In Hefe und Saugern wurde gezeigt, dass Membranproteine Uber Endosomen zu
Vakuolen/Lysosomen transportiert und dort degradiert werden. Damit eine
Degradierung im Lumen der Vakuole bzw. der Lysosomen moglich ist, werden
Membranproteine in die intraluminalen Vesikel (ILV) der multivesikularen spaten
Endosomen (MVBs/LEs) sortiert. Die Sortierung in die ILV, sowie deren
Abschnurung in das Lumen der MVBs/LEs, erfolgt durch die ESCRT-Maschinerie
(Raiborg und Stenmark, 2009; Wollert und Hurley, 2010). Nach dem Foérderband-
Model bindet ESCRT-0 an Frachtmolekule und konzentriert diese an endosomale
Membranen. ESCRT-I und —II sortieren Fracht in Bereiche der Membran, die spater
eingestllpt werden und ESCRT-IIl schnirt diese Einstilpungen in das Lumen der
MVBs/LEs als ILV ab (Wollert und Hurley, 2010, Hurley und Hanson, 2010).

Die endosomalen Kompartimente von Pflanzenzellen sind bislang noch
unzureichend charakterisiert. Aus diesem Grund wurde die Beteiligung der ESCRT-
Maschinerie an Bildung und Erhalt dieser Kompartimente untersucht. Als
Vorraussetzung flr funktionelle Charakterisierungen, wurden Lokalisierungsstudien
der drei pflanzlichen ESCRT-Teilkomplexe durchgefihrt. Die Tatsache, dass
ESCRT-0 nicht und ESCRT-I nur teilweise in Pflanzen konserviert ist, fihrte zu der
Vermutung, dass die Initiierung der ESCRT-vermittelten Proteinsortierung anders
erfolgen kénnte als in Hefe und Saugern. Uberraschenderweise wurde die ESCRT-I
Komponente VPS28 endogen sowohl in Arabidopsis-Wurzelspitzen durch
Immunogold-EM als auch durch Immunfluoreszenz-Aufnahmen in BY2-Zellen am
Golgi und am TGN/EE, jedoch nicht am MVB/LE detektiert. Basierend auf der
Morphologie des MVB/LE war die Lokalisierung der ESCRT-Maschinerie an diesem
Kompartiment erwartet worden. Alle bisherigen Lokalisierungsstudien der ESCRT-
Maschinerie hatten dies bestatigt und zeigten ESCRT-Komponenten und assoziierte
Proteine Uberwiegend am MVB/LE (Haas et al., 2007; Spitzer et al., 2009; Shahriari
et al., 2010). Zur Bestatigung der VPS28-Lokalisierung wurden daher Arabidopsis-
Wurzelspitzen vor der Fixierung 1 h mit Brefeldin A (BFA) behandelt. Nach
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ultrastruktureller Analyse konnte VPS28 in so genannten BFA-Kompartimenten
detektiert werden (siehe Abb. 2.2). BFA fiihrt zu einer Vesikulierung des TGN/EE,
welches dann von Golgi-Stapeln umgeben ist (Fir eine Ubersicht sei auf Robinson
et al., 2008b verwiesen). VPS28-Signale sind sowohl im Zentrum als auch in der
Peripherie der BFA-Kompartimente zu detektieren und bestatigen die Lokalisierung
von VPS28 am TGN/EE und am Golgi. Fir in vivo Lokalisierungsstudien von VPS28
wurden fluoreszierende Fusionsproteine zur transiente Genexpression hergestellt.
Da Interaktionen beider VPS28-Termini mit anderen ESCRT-Untereinheiten méglich
schienen, wurden Fluorophore N- und C-Terminal fusioniert (YFP-VPS28 und
VPS28-GFP). Die Expression in Tabakprotoplasten zeigte jedoch eine rein
cytosolische Verteilung der ESCRT-Komponente, unabhangig von der Position des
Fluorophors. Die ausbleibende Rekrutierung an ein Zielkompartiment wurde als
Indiz gewertet, dass sowohl N- als auch C-terminale Fusion eines Fluorophors an
VPS28 die Interaktion mit anderen ESCRT-Komponenten verhindert oder zumindest
stark beeintrachtigt. Die Blockierung von Interaktionen mit anderen Proteinen durch
Fusion eines Fluorophors ist hinlanglich bekannt. So wurde beispielsweise bei der
Expression von SNARE-Proteinen beobachtet, dass sich fluoreszierende
Fusionsproteine sowohl im Lokalisierungsverhalten als auch in ihrer Funktionalitat
stark von den korrespondierenden wildtypischen Proteinen unterscheiden (Bubeck
et al., 2008). Im Fall der ESCRT-I Komponente VPS28 scheinen beide Termini fur
Wechselwirkungen mit anderen Komponenten des MVB-Sortierungswegs und flr
eine Rekrutierung an die entsprechenden Zielmembranen essentiell zu sein. In Hefe
wurde gezeigt, dass der C-Terminus von Vps28 mit der ESCRT-Il Untereinheit
Vps36 interagiert (Kostelansky et al., 2006; Teo et al., 2006) und in Sdugern konnte
eine Interaktion des N-Terminus von VPS28 mit Vps23 (Tsg101) gezeigt werden
(Bishop und Woodman, 2001). Im Gegensatz dazu, wurden die C-terminalen GFP-
Fusionen der ESCRT-II Komponente VPS22 und der ESCRT-IIl Komponente VPS2
(VPS22-GFP und VPS2-GFP) in ftransienter Genexpression an Membranen
rekrutiert. Um die punktférmigen Signale der ESCRT-Untereinheiten den
Kompartimenten des Endomembransystems zuordnen zu kdénnen, wurden
Kolokalisierungsstudien mit bekannten Markerproteinen durchgefiihrt. VPS22-GFP
und VPS2-GFP wurden jeweils mit fluoreszierenden Markerproteinen fir den Golgi,
das TGN/EE und das MVB/LE koexprimiert. Koexpression mit dem Golgi-Marker
Man1-RFP zeigte sowohl fur VPS22-GFP als auch fiur VPS2-GFP keine
Uberlappenden Signale. VPS22-GFP wurde mehrheitlich mit dem TGN-Marker YFP-
SYP61 und teilweise mit dem MVB-Marker mRFP-VSR2 kolokalisiert. Im Gegensatz
dazu kolokalisierte VPS2-GFP teilweise mit YFP-SYP61, zeigte aber die groéflte
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Uberlappung mit Signalen des MVB-Markers mRFP-VSR2. Immunogold-EM und
Immunfluoreszenz-Aufnahmen mit  VPS22-Antikérpern  flhrten zu  keiner
spezifischen Lokalisierung des Antigens. Eine Erklarung hierfur kdnnte eine
mangelnde Zuganglichkeit der Epitope im nativen Proteinkomplex darstellen. Eine
weitere Erklarungsmoglichkeit ware, dass der Antikérper gegen denaturierte VPS22-
Proteine hergestellt wurde (siehe 4.9.1) und somit eventuell native VPS22-Proteine,
in ultrastruktureller Analyse und Immunfluoreszenz-Studien, nicht erkennt.
Untersuchungen des endogenen VPS2 mit Antikérpern indes, konnten in stabil
transformierten BY2-Zellen durchgeflihrt werden. BY2-Zellen die den MVB-Marker
GFP-BP80 exprimierten, kolokalisierten teilweise mit VPS2, wahrend BY2-Zellen die
GONST1-YFP als Golgi-Marker exprimierten, keine Kolokalisierung zeigten. Die
Immunfluoreszenz-Studien bestatigten somit die gefundenen Ergebnisse aus

Lokalisierungsstudien in transienter Expression von Tabakprotoplasten.

Wurden beide ESCRT-Komponenten (VPS22-GFP und VPS2-RFP) koexprimiert, so
zeigte sich, dass nahezu alle VPS22-Signale mit VPS2-RFP kolokalisierten,
wahrend sich die Halfte der zahlreicheren VPS2-Signale als unabhangig und zudem
als WM-sensitiv erwiesen. Dies bestatigte erneut, dass VPS2-RFP, nicht aber
VPS22-GFP am MVB/LE lokalisiert ist. Die drei analysierten ESCRT-Untereinheiten
zeigten also eine differentielle, aber zum Teil Uberlappende Lokalisierung an
endosomalen Kompartimenten entlang des vakuolaren Transportwegs (siehe Abb.
3.1).

—

.-l.\

o —Pp Vakuole
MVB/LE
. TGN/EE
Golgi
@ - £SCRT-I [VPS28] B = ESCRT-11 [vPS22] = ESCRT-IIl [VPS2]

Abb. 3.1: Graduelle Verteilung der ESCRT-Untereinheiten. Die ESCRT-I Komponente
VPS28 ist am Golgi und am TGN/EE, die ESCRT-Il Komponente VPS22 hauptsachlich am
TGN/EE und die ESCRT-llIl Komponente VPS2 teilweise am TGN/EE, aber mehrheitlich am
MVB/LE lokalisiert. Daher ergeben sich Uberlappungen der Signalpopulationen
hauptsachlich am TGN/EE.

Der Grund fir die graduelle Verteilung der ESCRT-Untereinheiten ist unklar. Eine
Erklarungsmaéglichkeit ware, dass bereits wahrend der Anreicherung von
Frachtmolekilen durch ESCRT-I und —Il an Membranen des TGN/EE, ESCRT-III fur



Diskussion 58

die Abschnlrung der ILV rekrutiert werden kdnnte. Das Fehlen von ESCRT-I und
ESCRT-Il an Membranen des MVB/LE konnte dann bedeuten, dass die
Anreicherung und Sortierung von Frachtmolekilen abgeschlossen ist, aber ESCRT-
[Il noch nicht vollstandig dissoziieren konnte. In diesem Szenario wirden MVBs/LEs
gereifte Kompartimente nach abgeschlossener Proteinsortierung darstellen, die
dann mit der Vakuole fusionieren. Eine weitere Erklarung fir die graduelle
Lokalisierung der ESCRT-Teilkomplexe kdnnte in der unterschiedlichen Natur ihrer
Dissoziation von Membranen liegen. So wurde in Hefe gezeigt, dass die ESCRT-III
Dissoziation von der AAA-ATPase Vps4 (SKD1 in Pflanzen) abhangig ist, wahrend
die Dissoziation friiherer ESCRT-Teilkomplexe als unabhangig von Vps4
angesehen wird (Nickerson et al., 2010). In Pflanzen ist SKD1 im Cytosol und am
MVB/LE lokalisiert (Haas et al., 2007) und interagiert mit ESCRT-IIl und ESCRT-
assoziierten Proteinen, aber nicht mit Untereinheiten von ESCRT-l oder ESCRT-II
(Spitzer et al., 2009; Shahriari et al., 2010). Die Lokalisierung der ESCRT-III
Komponente VPS2, als Interaktionspartner von Vps4 am MVB/LE, ware in diesem
zweiten Szenario deshalb folgerichtig. Die graduelle Verteilung der ESCRT-
Maschinerie Uber verschiedene, rdumlich getrennte Kompartimente deutet jedoch
auch auf eine eng verknipfte funktionelle Beziehung dieser Kompartimente hin.
Hierbei stellt sich die Frage, wie die durch ESCRT-I/Il konzentrierten Frachtmolekule
ohne die beteiligten ESCRT-Teilkomplexe vom TGN/EE zum MVB/LE gelangen
kénnen. Wirde dieser Transportschritt ber CCVs erfolgen, misste die gesamte
ESCRT-Maschinerie an MVBs/LEs lokalisiert sein, da nur die Gesamtheit aller
Komponenten die ILV-Bildung an endosomalen Membranen vollziehen kann
(Wollert und Hurley, 2010). Da weder ESCRT-I noch ESCRT-Il mehrheitlich am
MVB/LE lokalisiert sind, erscheint der Transport von zu degradierenden

Membranproteinen vom TGN/EE zum MVB/LE tber CCVs als unwahrscheinlich.

3.2 ESCRT und der Transport zur Vakuole

Um den vakuolaren Transport von léslichen Proteinen und Membranproteinen
getrennt zu analysieren, sollte die ESCRT-Maschinerie durch verschiedene
Mutanten differentiell inhibiert werden. Fur eine Inhibierung von ESCRT-Il wurde
VPS22, nach dem Vorbild einer dominant-negativen Substitutionsmutante in Hefe
(Hierro et al., 2004), mutagenisiert (VPS22-DN; siehe Kapitel 2.2). Hierdurch wurde
die Inhibierung der zuerst assemblierenden ESCRT-Teilkomplexe am TGN/EE
angestrebt. Alle folgenden ESCRT-Mutanten zielen auf die Inhibierung spaterer
Schritte der Assemblierung. Auf diese Weise sollten differentielle Effekte, bei der

Inhibierung friher und spater ESCRT-Schritte, untersucht werden. Fir eine
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funktionelle Charakterisierung von VPS22-DN, wurde der Transport bekannter
Reporter in transienter Genexpression untersucht. Diese quantifizierbaren
Proteintransportstudien wurden mit einem Reporter fir die Sekretion (amy) und
dessen Derivat mit dem sequenzspezifischen vakuolaren Sortierungssignal (ssVSS)
NPIRL zur Untersuchung des vakuolaren Transportes (amy-spo) durchgefihrt.
Hierbei zeigte VPS22-DN keinen Einfluss auf den Transport von amy. Auch bei
Koexpression mit amy-spo, zeigte sich keine Anderung des Sekretionsindexes (SI);
dem Quotient aus der gemessenen Aktivitat im Kulturmedium und den Zellproben.
Die enzymatische Analyse zeigte jedoch eine Steigerung der gesamten Aktivitat von
amy-spo um ca. 50 % (siehe Abb. 2.7). Der konstante Sl resultierte aus einer
Anreicherung von amy-spo sowohl in den Zellproben als auch in den
Mediumproben. Die Anreicherung des Reporters im Endomembransystem ist somit
auf seine Fehlsortierung und die damit ausbleibende vakuolare Degradierung
zurtckzufuhren (Pimpl et al., 2003). Wirde amy-spo das Lumen der Vakuole
erreichen, so bliebe die Aktivitat in Zellen und Medium unverandert zur Kontrolle, da
hier die Degradierung des Reporters erfolgt. Der Ort der Anreicherung des

Reporters innerhalb der Zelle hingegen bleibt ungewiss.

Die Herstellung einer weiteren ESCRT-Mutante zielte auf eine Inhibierung von
ESCRT-lll und damit auf den letzten Schritt der ESCRT-Assemblierung. Hierflir
wurde VPS2 durch eine Deletion seines C-Terminus modifiziert (VPS2-DN). Dieser
Teil der VPS2-Sequenz enthalt ein Motiv, welches h&chstwahrscheinlich fir die
Interaktion mit SKD1 (Vps4 in Hefe) verantwortlich ist (siehe 1.4.4). In Hefe wurde
gezeigt, dass Vps2 und Vps4 interagieren und dass eine Mutation des C-Terminus
von VPS2 zu Defekten der Proteinsortierung fuhrt (Hurley, 2008; Obita et al., 2007).
VPS2-DN zeigte in quantitativen Proteintransportstudien differentielle Effekte auf
den sekretierten Reporter amy und den vakuoldaren Reporter amy-spo. Die
Koexpression von VPS2-DN mit amy zeigte keinen Effekt, aber der Transport von
amy-spo war stark beeintrachtigt. Die Expression von VPS2-DN fuhrte zu einer
dosisabhangigen Inhibierung des vakuolaren Transportes. Die gemessene Aktivitat
von amy-spo in den Zellproben blieb konstant, wahrend die Aktivitdt in den
Medienproben stark anstieg. Daraus resultierte der, im Vergleich zur Kontrolle,
funffach erhdhte Sl (Abb. 2.12). Der I6sliche vakuolare Reporter wird, aufgrund der
Inhibierung des vakuolaren Transportes, nun wie der sekretorische Reporter amy in
das Kulturmedium sekretiert — ein als induzierte Sekretion beschriebener Effekt
(daSilva et al., 2005). Diese induzierte Sekretion ist auf eine Inhibierung des
Recyclings vom MVB/LE zum TGN/EE zurlckzufihren. So kébnnen Rezeptoren der

VSR-Familie und andere Proteine nicht rezykliert werden und an ihre Liganden
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binden. Somit verbleiben léslichen Proteine mit sequenzspezifischen vakuolaren
Sortierungssignalen (ssVSS) im default pathway und werden wie Proteine ohne

Sortierungssignal in den Extrazellularraum sekretiert (daSilva et al., 2005).

Zur Inhibierung des finalen Schritts der ESCRT-Maschinerie, der Disassemblierung,
wurde eine Mutante der ESCRT-assoziierten AAA-ATPase SKD1 exprimiert, da
diese ausschlieRlich am MVB/LE und im Cytosol lokalisiert ist (Haas et al., 2007).
Proteintransportanalysen mit der SKD1-Mutante (AtSKD1(AQ); Shahriari et al.,
2010) zeigten, wie bei der Expression von VPS2-DN, eine Fehlsortierung vakuolarer
Fracht. Wahrend der Sekretionsindex von amy unverandert blieb, stieg der S| von
amy-spo auf das Zwanzigfache des Kontrollwertes an (siehe Abb. 2.13) und der
vakuolare Reporter wurde vollstandig in das Kulturmedium sekretiert (Shahriari et
al.,, 2010). Diese induzierte Sekretion war auch bei der Expression des
wildtypischen SKD1 (AtSKD1) zu beobachten, allerdings wesentlich schwacher
ausgepragt. Diese Fehlsortierung kénnte durch eine, von SKD1 vermittelte,
verfrihte Dissoziation von ESCRT-Untereinheiten vom Ort der Sortierung ausgeldst
werden. So konnte ein Abbruch von Sortierungsmechanismen an endosomalen
Membranen erfolgen und l6sliche Proteine in anderen Subdomanen des TGN/EE
akkumulieren. Wenn das TGN/EE, an der Sekretion von I6slichen Proteinen ohne
Sortierungssignal (default pathway) beteiligt ist (Viotti et al., 2010), kdnnte eine
Fehlsortierung in diesen Transportweg das Auftreten von amy-spo im Kulturmedium
erkldaren. Angenommen die Subdoméane, in der amy-spo akkumuliert, wurde die
Funktion eines Recycling-Endosoms wahrnehmen, so koénnten vakuolare
Frachtmolekille an dieser Stelle in die Vesikel mit der zu rezyklierenden Fracht und
somit in das Kulturmedium fehlsortiert werden. Interessanterweise hebt die Fusion
eines Fluorophors an den C-Terminus von AtSKD1 den verursachten Effekt der
induzierten Sekretion vollstdndig auf. Auch die topologisch gleiche Fusion eines
Fluorophors mit der SKD1-Mutante reduzierte den Effekt stark (fiir einen Uberblick
sieche Abb. 2.13) und lasst eine fehlende Funktionalitdt der (X)FP-Fusionen

vermuten, wie es auch flr VPS28 gezeigt wurde (siehe 2.1).

Zur komplementaren Analyse des inhibierten vakuolaren Transportes |6slicher
Proteine, wurden Western-Blot Analysen mit einem weiteren I6slichen vakuolaren
Reporter, GFP-sporamin, durchgefiihrt. Die Expression der ESCRT-Mutanten
AtSKD1(AQ) und VPS2-DN fuhrte zum Verschwinden sowohl des transitorischen
GFP-sporamin als auch der typischen vakuolaren Form des GFP (daSilva et al.,
2005) in den Zellextrakten. Gleichzeitig wurde GFP-sporamin, dosisabhangig,

vermehrt im Kulturmedium detektiert. Somit zeigte sich auch in Western-Blot
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Analysen, dass der Transport I8slicher vakuolarer Proteine durch die Expression
von ESCRT-Mutanten inhibiert ist. Wie in Proteintransportstudien erwies sich der
Effekt von AtSKD1(AQ) als starker wie der von VPS2-DN verursachte; vakuolarer
Transport fand schon bei 10 ug eingesetzter, fir AtSKD1(AQ) kodierender, Plasmid-
DNA nicht mehr statt (siehe Abb. 2.14). Da der Transport des sekretorischen
Reporters amy durch keine der ESCRT-Mutanten beeinflusst wurde, liegt eine
Inhibierung des vakuolaren Transportes im spaten sekretorischen Transportweg,
zwischen TGN/EE und MVB/LE, nahe. Die analysierten Mutanten zeigten,
korrespondierend zu ihren unterschiedlichen Lokalisierungen, differentielle Effekte
auf den Transport I6slicher vakuolarer Proteine. Hier stellt sich die Frage, an
welchem Kompartiment die durch ESCRT-I/l am TGN/EE konzentrierten
Membranproteine in die ILV des MVB/LE sortiert werden.

3.3 ESCRT-abhangiger Transport vom TGN/EE zum MVBI/LE

Zur ldentifizierung des Ortes der vakuolaren Fehlsortierung wurde der Transport
verschiedener endosomaler Membranproteine untersucht. Das SNARE-Protein
YFP-SYP61 wurde als Markerprotein fir das TGN/EE, ein modifizierter vakuolarer
Sortierungsrezeptor (VSR; mRFP-VSR2) als Markerprotein fir das MVB/LE
ausgewahlt. Wahrend der TGN-Marker vom ER uber den Golgi zum TGN/EE
transportiert wird, geht der MVB-Marker einen Transportschritt weiter, bevor er sein
Zielkompartiment erreicht. Durch Expression der ESCRT-Mutante VPS2-DN wurden
differentielle Effekte auf den Transport beider endosomaler Markerproteine erwartet.
Um zu gewahrleisten, dass die Markerproteine ihr Zielkompartiment erreichen und
dann in voneinander unabhangigen Signalpopulationen auftreten, wurden
Zeitreihen-Experimente durchgefihrt. Die ersten Signale beider Marker waren
schon 6 h nach der Transfektion detektierbar. Anfangs waren jedoch TGN- und
MVB-Marker grofRtenteils kolokalisiert; die vollstdndige Trennung der
Signalpopulationen konnte erst 18 h nach der Transfektion beobachtet werden
(siehe Abb. 2.15). Aus diesem Grund wurde die Koexpression von YFP-SYP61 und
mRFP-VSR2 mit VPS2-DN frihestens nach 18 h Inkubationszeit analysiert. Hierbei
sollte die Kolokalisierungsrate von TGN- und MVB-Marker Anhaltspunkte fir einen
Effekt von VPS2-DN liefern. Die Expression von VPS2-DN zeigte eine erhdhte
Kolokalisierung von YFP-SYP61 und mRFP-VSR2 und zudem eine Veranderung
der beobachteten Signale. Die, in Kontrollexperimenten, gleichmaRigen
punktférmigen Signale beider Markerproteine anderten sich zu gréReren, strukturell
variablen Signalen, die kolokalisierten. Da die Sekretion und damit der Transport

zum Golgi unbeeinflusst ist (siehe 2.4), muss die Expression von VPS2-DN
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Transportschritte nach dem Golgi bzw. TGN/EE und vor der Fusion des MVB/LE mit
der Vakuole verhindern. Die Kolokalisierung beider membrangebundenen Marker
lasst sich nur mit einem Transportstopp zwischen TGN/EE und MVB/LE erklaren.
Die vergroRerten, strukturell andersartigen Signale missen demnach aus
Membranen des TGN/EE und des MVB/LE bestehen oder ein stark vergroRertes
TGN/EE, in dem Markerproteine flir das MVB/LE akkumulieren, darstellen. In Hefe
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass bei Mutationen von ESCRT-Untereinheiten
vergroflerte, strukturell untypische Signale an endosomalen Membranen zu finden
sind (Raymond et al., 1992).

Eine Inhibierung des Transportes zum MVB/LE und die darauf folgende
Lokalisierung von VSR-basierten Markerproteinen am TGN/EE, war bereits bei
Expression eines RNAi-Konstruktes gegen sorting nexin SNX2a zu beobachten
gewesen (Niemes et al., 2010b). In diesem Fall war jedoch der Transport |6slicher
vakuolarer Proteine unbeeinflusst. Es stellte sich also die Frage, ob es sich bei dem
von VPS2-DN verursachten Transportstopp am TGN/EE um einen spezifischen
Effekt fliir Rezeptoren der VSR-Familie handelte. Um dies auszuschlielsen, wurde
die Kolokalisierungsrate von YFP-SYP61 mit weiteren MVB-Markern (ARA6-mRFP
oder mRFP-ARAY7) nach Expression von VPS2-DN analysiert. Beide MVB-Marker
sind keine Membranproteine, sondern werden aus dem Cytosol an ihre
Zielmembranen rekrutiert. Dadurch werden vorhandene MVBs/LEs, unabhangig von
einem wie auch immer gearteten Transport zwischen TGN/EE und MVBI/LE,
identifiziert. Die Expression von VPS2-DN flihrte zu einer erhdhten
Kolokalisierungsrate beider MVB-Marker mit dem TGN-Marker YFP-SYP61. Erneut
wurden vergroBerte, strukturell verénderte Signale, wie zuvor beschrieben,
beobachtet (siehe Abb. 2.16). Die Kolokalisierung aller MVB-Marker mit dem TGN-
Marker YFP-SYP61 lasst darauf schlieBen, dass VPS2-DN den Transport vom
TGN/EE zum MVBJ/LE generell inhibiert. Unklar bleibt jedoch, warum die Rab-
GTPasen ARA6 und ARA7 an Membranen rekrutiert werden, die positiv flr den
TGN-Marker YFP-SYP61 sind. Eine Erklarung koénnte sein, dass sich die
Zusammensetzung endosomaler Membranen durch die Expression der ESCRT-
Mutante andert und so Rab-GTPasen fehlerhaft rekrutiert werden. Alternativ
konnten die GTPasen in einem frihen Schritt der MVB-Entwicklung, kurz vor der
Abschnirung vom TGN/EE, rekrutiert werden und nur dort detektierbar werden, da
die MVB-Entwicklung gestoppt ist. Dies wird durch Befunde in Hefe gestitzt. In so
genannten class E compartments akkumulieren sowohl Markerproteine fiir den
Golgi und die Vakuole als auch lésliche vakuolare Frachtmolekiile (Raymond et al.,

1992). In Saugern fiihren die Mutation von SKD1 wie auch Interferenz mit der
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ESCRT-I Komponente TSG101 zur Bildung von class E compartments. Diese
Kompartimente bestehen aus den Membranen frilher Endosomen und akkumulieren
EE-Marker, endocytierte Rezeptoren und lysosomale Proteine und werden deshalb
auch als multizisternale, frihe Endosomen bezeichnet (Yoshimori et al., 2000;
Doyotte et al., 2005).

3.4 ESCRT-Lokalisierung und Biogenese des MVBs/LEs

Die Expression von ESCRT-Mutanten zusammen mit Markerproteinen fir das
TGN/EE und das MVBJ/LE fuhrte zu einer erhdhten Kolokalisierungsrate der
endosomalen Markerproteine und zu vergréflRerten, strukturell veranderten Signalen
(siehe Abb. 2.16). Diese vergroRerten Signale aus Markerproteinen fir das TGN/EE
und das MVBJ/LE legen Vergleiche mit den in Hefe und Sdugern auftretenden class
E compartments (Raymond et al., 1992) nahe. Auch in Pflanzen fiihren Mutationen
von ESCRT-assoziierten Proteinen zur Bildung groRer MVB-ahnlicher Strukturen mit
wenig ILV. In Doppelmutanten der ESCRT-assoziierten Proteine CHMP1A und 1B
(charged multivesicular body protein) wurde auflierdem nachgewiesen, dass die
Bildung dieser Strukturen mit einer Fehlsortierung ESCRT-abhangiger
Frachtmolekile wie PIN1 (pinformed1) und AUX1 (auxin-resistant1) einhergeht
(Spitzer et al., 2009).

Erstaunlicherweise waren bei Inhibierung der ESCRT-Maschinerie durch VPS2-DN
(siehe Abb. 2.16) selbst die cytosolischen Markerproteine flir das MVB/LE (ARAG-
mRFP und mRFP-ARAY) fehlsortiert worden und kolokalisierten mit dem TGN-
Marker YFP-SYP61. Beide cytosolischen MVB-Marker gehéren zu der Familie der
Rab-GTPasen (Haas et al., 2007) und vermitteln die Spezifitat von Vesikelfusionen.
In Saugern vermitteln Rab-GTPasen die Reifung des LE aus dem EE durch einen
so genannten Rab-Konversions-Mechanismus (Rink et al., 2005; Poteryaev et al.,
2010). Hierbei wird Rab5 am EE durch SAND-1/Mon1 ersetzt, welches wiederum
Rab7 rekrutiert. Dieses kann exklusiv dem LE in Saugern zugeordnet werden. In
Pflanzen wurden ARAG6 und ARA7 als Rab5-Typ GTPasen klassifiziert (Haas et al.,
2007) und auch SAND1-1/Mon1-Homologe sind im Arabidopsis-Genom kodiert.
Zusammen genommen deuten diese Befunde darauf hin, dass auch in Pflanzen das
MVBJ/LE durch eine Reifung aus Strukturen des TGN/EE entsteht (siehe Abb. 3.2).
Diese Reifung wird auch durch die Lokalisierungsstudien der ESCRT-Teilkomplexe
gestitzt. Die analysierten ESCRT-Untereinheiten zeigten eine graduelle Verteilung
an den Kompartimenten entlang des vakuoldren Transportwegs. Besonders die
Lokalisierung der ESCRT-I Komponente VPS28 am Golgi und am TGN/EE (siehe
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Abb. 2.2) suggeriert eine ESCRT-Funktion bereits auf dieser Ebene.
Ultrastrukturelle Analysen der Peripherie zwischen TGN/EE und MVB/LE in
Arabidopsis-Wurzelspitzen, zeigten entstehende MVBs/LEs, die mit dem TGN/EE in
Verbindung stehen (Abb. 2.18). Die Existenz von ILV in Strukturen des TGN/EE,
damals als partially coated reticulum (PCR) beschrieben, wurde schon vor Jahren in
Pflanzen gezeigt (Pesacreta und Lucas, 1984; Hillmer et al., 1988). Neueste
elektronenmikroskopische Analysen des TGN/EE fihrten zwar zu der
Schlussfolgerung, dass die tubularen Bereichen dieses Kompartiments TGN/EE
eventuell Vorlaufer des MVB/LE seien, konnten jedoch keine Erklarung fiir dessen

Bildung MVBJ/LE liefern (cisternal fragmentation model; Kang et al., 2011).

In Sdugern geht der Transport von Molekilen zu den Lysosomen mit der Reifung
endosomaler Kompartimente einher. Basierend auf Sortierungsprozessen entwickelt
sich das EE zu einem LE und dient letztlich als temporar limitierte Transporteinheit
fur die Degradierung in der Vakuole. Zudem konnte gezeigt werden, dass der
Transport saurer Hydrolasen, Rezeptor-unabhangig vom EE zu den Lysosomen
erfolgt und mit einer Reifung des EE zum LE einhergeht (Piper und Katzmann,
2007; van Weering et a., 2010) Wahrend das multivesikulare spate Endosom
(MVB/LE) in Pflanzen dem spaten Endosom der Sauger morphologisch sehr ahnlich
ist (Tse et al., 2004; Viotti et al., 2010), gibt es funktionell und morphologisch grofle

Unterschiede der frihen Endosomen.

Im Gegensatz zu den funktionell und strukturell separaten Kompartimenten des
TGN und des EE in Saugern, stellen das TGN und das EE in Pflanzen Subdomanen
des gleichen Kompartiments dar (Dettmer et al., 2006; Lam et al., 2007; Reichardt
et al., 2007). Der postulierte Transport zwischen TGN/EE und MVB/LE mit Hilfe von
CCVs (Kirsch et al., 1994) konnte jedoch bislang experimentell nicht bestatigt
werden. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass der Transport I6slicher Proteine
zur Vakuole ohne Beteiligung von Rezeptoren der VSR—Familie erfolgt (Niemes et
al., 2010b). Ein Szenario mit statischen endosomalen Kompartimenten kann diese
Befunde nicht erklaren. Zusammenfassend stellen die gezeigten Ergebnisse den
postulierten Vesikeltransport zwischen TGN/EE und MVBJ/LE in Frage und stellen
diesem Vesikeltransport einen Reifungsprozess gegenuber (siehe Abb. 3.2). Die
Reifung des MVB/LE aus dem TGN/EE deutet auf einen kontinuierlichen
Membranfluss zwischen endosomalen Kompartimenten in Pflanzen hin. Demzufolge
fuhren Defekte in der Integritat und Struktur des TGN/EE zu Stérungen der MVB-

Biogense.
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Abb. 3.2: Vereinfachtes Model des spaten sekretorischen Transportwegs. Die ESCRT-
Teilkomplexe sind an den Kompartimenten entlang des vakuolaren Transportwegs verteilt.
Die Inhibierung des Transportes vom TGN/EE durch Mutation von ESCRT-Komponenten
sowie die in ultrastruktureller Analyse gezeigten endogenen TGN-MVB-Hybride lassen
vermuten, dass es sich bei dem Transport vom TGN/EE zum MVB/LE um eine Reifung
(griner Pfeil) und nicht um einen Vesikel-vermittelten Transport (schwarze Pfeile) handelt.
Dieses eroffnet jedoch die Frage nach der Funktion der am TGN/EE gefundenen CCVs
(clathrin-coated vesicles) — eventuell sind sie am Recycling zur Plasmamembran (PM)
beteiligt (durch ? gekennzeichnet). Sekretorische Vesikel (SV) sind fir den Transport in den
Apoplasten zustandig.

3.5 Ubiquitin als Sortierungssignal in Pflanzen

Durch die graduelle Lokalisierung von Komponenten der ESCRT-Teilkomplexe
entlang des Golgis und der endosomalen Kompartimente wurde gezeigt, dass die
ESCRT-Maschinerie ihre Funktion wahrscheinlich bereits auf dieser Ebene
wahrnimmt. Zu degradierende Membranproteine werden ublicherweise durch eine
Ubiquitinierung flr den Abbau markiert. Hier stellt sich die Frage, ob Ubiquitin auch
in Pflanzen als Sortierungssignal dienen kann und eine Erkennung durch die
ESCRT-Maschinerie mdglich ist. Zur Untersuchung von Ubiquitin als
Sortierungssignal fiir die Endocytose und den degradativen Transport zu Vakuole,
wurde ein Reportersystem etabliert. Reportermolekile dieses Systems sollten
idealer Weise nur den endocytischen Weg durchlaufen und die Einzelschritte des
Transportes sollten dann durch die etablierten ESCRT-Mutanten inhibierbar sein. So
solite zuerst bestimmt werden, ob Ubiquitin als Internalisierungs- und
Endocytosesignal ausreichend ist und dann die Frage nach der ESCRT-
Abhangigkeit beantwortet werden. Fir in vivo Untersuchungen wurden zwei
fluoreszierende Proteine, ein posttranslational in die PM inseriertes Protein sowie

ein Transmembranprotein, als Basis genutzt. Die Fusion von Ubiquitin an den C-
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Terminus beider Proteine (Box-GFP-Ub und RFP-TMD23-Ub) bewirkte eine
Internalisierung der Reportermolekile. Die Kolokalisierung mit endosomalen
Markern fur das TGN/EE (YFP-SYP61) und das MVB/LE (mRFP-ARA7 oder GFP-
BP80) zeigte, dass tatsachlich eine Sortierung in den endocytischen Weg erfolgte.
Beide Kompartimente stellen endosomale Transit-Kompartimente auf der Route zur
Vakuole dar (Dettmer et al., 2006; Lam et al., 2007; Robinson et al., 2008a).

Obwohl der Reporter Box-GFP-Ub endocytiert wurde, erreichte er selbst 48 h nach
der Transfektion nicht das Lumen der Vakuole, sondern wurde nur bis zum MVB/LE
transportiert. Eine mdgliche Erklarung hierfiir kbnnte sein, dass die stabile Ubiquitin-
Fusion des Reporters nicht durch deubiquitinierende Enzyme (DUBs) gespalten
werden kann. In Hefe und Saugern konnte die Notwendigkeit der Ubiquitin-
Abspaltung fir den Transport zur Vakuole bzw. den lytischen Kompartimenten
gezeigt werden (Dupre et al., 2004; Komada, 2008). Eine Inhibierung der DUBs
fuhrte zur Fehlsortierung endosomaler Proteine und zu einer Anreicherung
ubiquitinierter Proteine an endosomalen Membranen (Richter et al., 2007; Row et
al., 2006; Hasdemir et al., 2009).

Im Gegensatz zu Box-GFP-Ub erreichte das Transmembranprotein RFP-TMD23-Ub
die Vakuole. Koexpression mit dem léslichen vakuolaren Reporter aleurain-GFP
fUhrte zu einer Kolokalisierung im Lumen der Vakuole. Diese Befunde lassen darauf
schliel3en, dass die in Hefe und Saugern gezeigte notwendige Deubiquitinierung in
Pflanzen keine zwingende Vorraussetzung fir vakuolare Degradierung darstellt.
Eine andere naheliegende Erklarung liegt in der Art der Membranbindung von Box-
GFP-Ub begriindet. Da die S-Acylierung als Membrananker reversibel ist (Linder
und Deschenes, 2007), konnte die Bildung ILV der MVBs/LEs zur Dissoziation von
Box-GFP-Ub fiihren. Weiterhin kénnte die polybasische Region innerhalb der Box-
Sequenz, welche die Membranspezifitdt vermittelt, durch eine graduelle
Veranderung der Lipide endosomaler Kompartimente, zur Dissoziation von der
Membran fuhren (Lavy und Yalovsky, 2006; Sorek et al.,, 2009). Fur beide
Reportersysteme gilt, dass die Fusion von monomerem Ubiquitin als
Internalisierungs- und Endocytosesignal dienen kann. Erste Hinweise, dass
Ubiquitin als Internalisierungssignal fur Proteine der PM dienen kann, lieferten
Studien aus Hefe und Saugern (Rotin et al., 2000; Hicke, 2001; Hicke und Dunn,
2003).



Diskussion 67

3.6 Ubiquitin-vermittelte Sortierung und ESCRT

Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Reportsystem gleicht einem in Sdugern
genutzten GFP-basierten Reportersystem (Chen und De Camilli, 2005). Als
Grundlage fiir dieses System diente ein PM-lokalisiertes GFP, welches mit Ubiquitin
fusioniert wurde (PM-GFP-Ub). Mit Hilfe von endosomalen Markerproteinen wurden
Kolokalisierungsstudien durchgefuihrt um die erwartete Endocytose nachzuweisen.
Die Reportermolekule dieses Systems wurden tatsachlich effizient internalisiert und
kolokalisierten mit Markerproteinen fir Endosomen und endocytischen Vakuolen.
Durch Immunprazipitation des Reporters konnte mit Hilfe eines Ubiquitin-Antikorpers
festgestellt werden, dass dieser polyubiquitiniert vorliegt. Um diese
Polyubiquitinierung zu verhindern, wurden die endstandigen Glycine des Ubiquitin
deletiert (PM-GFP-UbAGG). Dadurch wird in Saugern eine Interaktion von UbAGG
mit den Lysin-Seitenketten ubiquitinierter Substrate verhindert (Haglund et al.,
2003). Fur PM-GFP-UbAGG wurde gezeigt, dass keine Polyubiquitinierung vorliegt
und dass die Internalisierung dieses Konstruktes sogar effizienter erfolgt wie flir PM-
GFP-Ub (Chen und De Camilli, 2005).

Durch diese Arbeit inspiriert, wurden die endstandigen Glycine der internalisierten
Reporter Box-GFP-Ub und RFP-TMD23-Ub deletiert (Box-GFP-UbAGG und RFP-
TMD23-UbAGG). Im Gegensatz zu den experimentellen Befunden von Chen und
De Camilli, zeigte die Expression von Box-GFP-UbAGG ausschliel3lich Signale an
der PM — eine Internalisierung blieb jedoch aus (siehe Abb. 2.25). Die Fusion von
monomerem Ubiquitin an Membranproteine scheint somit in Pflanzen fir eine
Internalisierung von der PM nicht ausreichend zu sein. Die Resultate sprechen
sogar dafir, dass eine Polyubiquitinierung in Pflanzen fir die Internalisierung von
der PM wahrscheinlicher ist. Uberraschenderweise zeigte die Deletion der C-
terminalen Glycine des Reporters RFP-TMD23-Ub keinen Einfluss auf den
Transport zur Vakuole. Diese Befunde erscheinen auf den ersten Blick
widerspriichlich, da beide Reporter mit Ubiquitin als Internalisierungssignal fusioniert
sind. Wahrend aber Box-GFP-UbAGG direkt in die PM inseriert wird und UbAGG
nur an diesem Ort zugéanglich ist, muss RFP-TMD23-UbAGG durch das
Endomembransystem transportiert werden bevor es sein Zielkompartiment, die PM,
erreicht. Auf diesem Weg zur PM konnte RFP-TMD23-UbAGG eine Sortierung
erfahren und in Richtung der Vakuole abzweigen. Wenn ESCRT-Teilkomplexe am
Golgi und am TGN/EE lokalisiert sind um ubiquitinierte Proteine der Degradierung
zuzufiihren, dann besteht auch die Mdglichkeit, dass ein ubiquitiniertes Transit-

Protein durch die ESCRT-Maschinerie sortiert wird, bevor es sein Zielkompartiment
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erreicht. Dies erscheint als wahrscheinlich, da auch das urspringlich an der PM
lokalisierte RFP-TMD23 durch eine Ubiquitin-Fusion, ESCRT-abhangig in das
Lumen der Vakuole transportiert wurde (siehe Kapitel 2.8). Somit kénnte Ubiquitin,
gegenlber der Sortierung durch die Lange der Transmembrandomane (TMD,
Brandizzi et al., 2002b) als Sortierungssignal bevorzugt werden und der

Transportmodulation dienen.

Die Uberraschende Lokalisierung der ESCRT-I Untereinheit VPS28 am Golgi und
am TGN/EE (siehe Abb. 2.2) spricht in diesem Szenario fur eine frihere Sortierung
von RFP-TMD23-Ub und RFP-TMD23-UbAGG. Hierbei wirde Ubiquitin, vor der
Ankunft der Reporter an der PM, als generelles Signal fir Membranproteine
funktionieren und damit die auf RFP-TMD23 basierten Konstrukte in Richtung
Vakuole umleiten (siehe Abb. 3.3). Statt Gber den default pathway (Chrispeels,
1991; Denecke et al., et al., 1992) die PM zu erreichen, kénnte Ubiquitin so bereits
am Golgi bzw. TGN/EE als Signal von der dort lokalisierte ESCRT-Maschinerie
(siehe Abb. 2.2 und Abb. 2.3) erkannt und sortiert werden (siehe Abb. 1.2).

MVB/LE

Vakuole

@ ubiquitin
¥ Membranprotein

Abb. 3.3: Ubiquitin als Sortierungssignal fiir Membranproteine. Durch Ubiquitinierung
werden Membranproteine fiir die Degradierung in der Vakuole markiert. Uber eine ESCRT-
abhangige Sortierung in die ILV des MVBs/LEs erreichen die markierten Proteine das
Lumen der Vakuole, wo sie fur Hydrolysen und Peptidasen zuganglich sind und abgebaut
werden. Die Lokalisierung von ESCRTI und ESCRTII an Golgi und TGN/EE spricht fir eine
Erkennung und Interaktion ubiquitinierter Membranproteine schon auf dieser Ebene.
Markierte PM-Proteine kénnen endocytiert und nach erreichen des TGN/EE ebenfalls
ESCRT-abhangig in die ILV des MVBJ/LE sortiert werden.

In Saugern wurde gezeigt, dass am Golgi lokalisierte ubiquitinierte
Membranproteine zu Endosomen transportiert und dort von der ESCRT-Maschinerie

erkannt und sortiert werden. Hier findet die Degradierung markierter
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Membranproteine des Golgi-Apparates, ohne einen Transport Uber die PM statt
(Uberblick in Nickerson et al., 2007).

Da sowohl das Membranprotein RFP-TMD23-Ub als auch der I6sliche vakuolare
Reporter aleurain-GFP im Lumen der Vakuole kolokalisieren, erscheint ein
identischer Weg durch das Endomembransystem als sehr wahrscheinlich. Die
Tatsache, dass der Transport beider Proteine ESCRT-abhangig inhibiert wird (siehe
Abb. 2.24), bestatigte dies und kann als Indiz fur ESCRT-Interaktion mit
ubiquitinierten Membranproteinen gewertet werden. Zusammenfassend konnte
gezeigt werden, dass Ubiquitin in Pflanzen nicht einzig als Internalisierungssignal
von Membranproteinen dient, sondern eventuell ein allgemeingiltiges
Sortierungssignal fir den Transport von Membranproteinen zur Vakuole darstellt
(siehe Abb. 3.3). Die durch das Reportersystem erhaltenen Daten deuten zudem
darauf hin, dass, anders als in Saugern, monomeres Ubiquitin nicht als
Internalisierungssignal ausreichend ist. In Saugern und Hefe markiert eine
Polyubiquitinierung cytosolische Proteine fir die Degradierung durch das
Proteasom, wahrend Monoubiquitinierung als Internalisierungssignal an der PM
beschrieben wurde (Roth und David, 2000; Shih et al., 2000; Dupre et al., 2004;
Stringer und Piper, 2011). Eine effiziente Internalisierung von ubiquitinierten
Proteinen der PM kann dariber hinaus Uber kurze Polyubiquitin-Ketten erfolgen
(Galan und Haguenauer-Tsapis, 1997; Springael et al., 1999; Geetha et al., 2005;
Madshus, 2006).

3.7 Untersuchungen an Arabidopsis Pflanzen

Um die Rolle der ESCRT-Funktionalitat fir Entwicklungsprozesse und die
Homoostase der gesamten Pflanze zu untersuchen, wurden zwei Arabidopsis t-
DNA-Insertionslinien fir die Isoformen der ESCRT-I Untereinheit VPS28 analysiert.
Nach Genotypisierung wurden beide Linien mit wildtypischen Arabidopsis Pflanzen
verglichen und auf Unterschiede in ihrer Physiologie und Entwicklung untersucht.
Nur die t-DNA-Insertionslinie SALK 040274C (VPS28-2) zeigte Abweichungen in der
Entwicklung. Der Vergleich der Hypokotylldnge zeigte ein verzdgertes Wachstum
von VPS28-2. Dieses war besonders deutlich nach sechs Wochen erkennbar —
wahrend die wt Arabidopsis Pflanzen schon ihre volle Wuchshdhe erreicht, sowie
Bluten und Schoten entwickelt hatten, wiesen die VPS28-2-Pflanzen eine geringere
Wuchshoéhe, erst wenige Bliten und folglich noch keine Schoten auf (siehe Abb.
2.28). Diese Unterschiede nivellierten sich wahrend der fortlaufenden Entwicklung

bis zur Seneszenz vollstandig. Einen Grund hierflr kdnnte die Existenz von zwei,
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eventuell  funktionell — &quivalenten, Isoformen von VPS28 darstellen.
Unterschiedliche Entwicklungsgeschwindigkeiten durch den knock-out einer Isoform
kénnten durch eine Regulierung (upregulation) der Expression der zweiten Isoform
im weiteren Entwicklungsverlauf nivelliert werden. Um beide VPS28-Isoformen
auszuschalten, wurden die t-DNA-Insertionslinien VPS28-2 und VPS28-1 gekreuzt.
Eine Analyse der Doppelmutante konnte jedoch auf Grund des zeitlichen Rahmens
dieser Arbeit bis jetzt nicht abgeschlossen werden. Fir schnelles und effizientes
Ausschalten beider Vps28-Isoformen wurde, zeitgleich mit der Analyse der t-DNA-
Insertionslinien, ein RNAi-Konstrukt gegen Vps28 kloniert (RNAI-VPS28). Mittels
Proteintransportstudien sollte der Effekt der RNA-Interferenz untersucht werden. Die
Transiente Expression von RNAIi-VPS28 zeigte keinen Effekt auf den Transport des
sekretorischen Reporters amy, aber die Aktivitat des Reporters flr die Vakuole,
amy-spo, stieg bei unverandertem Sekretionsindex um 50 % an. Dieser Effekt ist mit
dem von VPS22-DN verursachten vergleichbar (siehe Abb. 2.7 und Abb. 2.29).
Auch hier kann die gesteigerte Aktivitat nur durch eine Fehlsortierung vakuolarer
Fracht und dadurch mangeinder Degradierung in der Vakuole erklart werden
(daSilva et al., 2005). Die Mutation von Untereinheiten aller ESCRT-Teilkomplexe
fuhrte also zu einer Stérung des vakuolaren Transportes. Demzufolge ist die
Funktionalitat der gesamten ESCRT-Maschinerie eng an den Transport zur Vakuole

geknupft.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten also, neben der Charakterisierung der
ESCRT-Maschinerie, Einblicke in die Biogenese von Endosomen sowie deren
Einfluss auf zellulare Transportvorgdnge gewonnen werden. Erste Untersuchungen
an Arabidopsis Pflanzen zeigten, dass die molekulare Funktion der ESCRT-
Maschinerie nicht nur Auswirkungen auf zellulare Mechanismen, sondern auch auf
die Entwicklung und Homdostase der gesamten Pflanze hat. So wurde das
Verstandnis des Endomembransystems erweitert und der Grundstein fir weitere

Erkenntnisse der komplexen Organisation von Molekilen zum Organismus gelegt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

411 Gerate

Benchmark Microplate Reader
Digitalkamera, Coolpix

Digitalkamera fiir TEM, FastScan F214
Eismaschine, ZBE 30-10
Elektroelutionssystem, Biotrap
Elektronenmikroskop, CM10
Elektronenmikroskop, JEM1400

Elektrophorese Kammer

Elektrophorese-Netzgerat, Blue Power 500

Elektroporator, Gene Pulser I
Kihlschranke 4 °C
Feinwaage BP 121S

Geldokumentationssystem, BioDocAnalyze

Gefrierschranke -20 °C und -80 °C
Gefriersubstitutionseinheit, AFS

Gelkammer fir Agarosegel Elektrophorese

Gelkammer fur SDS-PAGE
Hochdruckgefrieranlage, HPM010
Impfbank, HERAguard HPH12
Konfokalmikroskop, LSM 510
Laborwippe

Megafuge 1.0R

Mikrowelle, MS-1987U

Peltier Thermocycler fur PCR
pH-Meter

Pipetten

Heizblock Thermomixer
Peristaltische Pumpe, 313U
Semidry Blotting System
Photometer, Biophotometer Plus
Tischmischer, Vortexgenie 2

Ultraschall-Gerat, Sonoplus

Bio Rad, Miinchen

Nikon, Japan

TVIPS, Gauting

Ziegra, Isernhagen
Werkstatt der Uni. Heidelberg
Philips, Niederlande
JEOL, Japan

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Bio Rad, Minchen
Liebherr, Ochsenhausen
Sartorius, Goéttingen
Biometra, Gottingen
Heraeus, Hanau

Leica, Bensheim

Serva, Heidelberg
Werkstatt der Uni. Heidelberg
BalTec, Liechtenstein
Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

Elmi, Lettland

Kendro laboratory, Osterode
LG Electronics, Stdkorea
MJ Research, USA
Sartorius, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Watson Marlow, USA
Bio-Rad, Minchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Bandelin, Berlin
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UV-Transilluminator Benda, Wiesloch
Wasserbad GFL, Burgwedel
Warmeschranke 28 °C und 37 °C
Western-Blot Dokumentationssystem
Zellkulturschattler Innova 4230

Zentrifuge Heraeus Megafuge 1.0R

Heraeus Instruments, Hanau
Intas, Gottingen
New Brunswick Scientific, USA

Heraeus Instruments, Hanau

Zentrifuge Eppendorf 5417R
Zentrifuge Sorvall RC-5B

4.1.2 Verbrauchsmaterialien
Chromatographiepapier
Dialysemembran, Typ 20
Glaswaren

Mikrotiterplatten
Nitrocellulosemembran
Petrischalen

Petrischalen klein

Eppendorf, Hamburg
Du Pont, Bad Homburg

Whatman, USA

Biomol, Hamburg

Schott, Mainz

Bio-Rad, Miinchen

Pall Corporation, USA
Greiner Bio-one, Osterreich
Sterilin, U.K

Sarstedt, Niimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Greiner Bio-one, Osterreich

Pipettenspitzen, steril, 10 ml und 25 ml
Reaktionsgefalte 0,5 pl
Reaktionsgefalte 1,5 pl

Greiner Bio-one, Osterreich
Sarstedt, NUmbrecht
Sterile ReaktionsgefalRe, 10 ml, Sterilin, U.K

Sterilfilter, 0,22 um Roth, Karlsruhe

Weck Glaser Weck, Wehr

Reaktionsgefalte 2,0 pl
Sterile Reaktionsgefalle,15 ml und 50 ml

4.1.3 Chemikalien
Soweit nicht anders erwahnt, entsprechen alle Chemikalien dem Reinheitsgrad pro

analysi (p.a.) und wurden von folgenden Firmen bezogen:

Applichem Heidelberg, Deutschland
Fermentas Life Sciences St.Leon-Rot, Deutschland
Merck Darmstadt, Deutschland
Roth Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich Taufkirchen, Deutschland

4.1.4 Enzyme und Kits

AceGlow Cheminluminescence substrate
Alkalische Phosphatase (Fast-AP)
Cereal a-amylase assay-Kit

Intas, Gottingen
Fermentas, Heidelberg

Megazyme, Irland
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DNA-Aufreinigungskit, NucleoSpin Extract Il
DNA GroéfRenmarker (Gene ruler 1kb ladder)
DNeasy Plant Mini Kit

Phusion high fidelity DNA Polymerase
Plasmid-Kit NucleoBond PC100

Tag DNA Polymerase
Restriktionsendonukleasen

RNeasy-Kit fir RNA-Extraktion
Ribonuklease A

Reverse Transkriptase, Revert Aid M-MuLV
T4-DNA-Ligase

Macerozym R10

Zellulase R10

4.2 Bakterienmaterial

4.2.1 Bakterienstamme

Macherey-Nagel, Duren
Fermentas, Heidelberg
Qiagen, Niederlande
Finnzymes, Finnland
Macherey-Nagel, Duren
Fermentas, Heidelberg
Fermentas, Heidelberg
Qiagen, Niederlande
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Fermentas, Heidelberg
Fermentas, Heidelberg
Yakult, Japan

Yakult, Japan

Zur Vermehrung von Plasmid-DNA wurde der Escherichia coli Stamm MC 1061

genutzt (Casabdan und Cohen, 1990).

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurde der Escherichia coli Stamm

BL 21(DE3) (Amersham Bioscience, Freiburg) eingesetzt.

4.2.2 Anzucht von E.coli-Kulturen

Die Anzucht von Bakterien erfolgte in LB-Medium entweder flr Flissigkulturen oder
auf LB-Agarplatten zur Vereinzelung von Bakterienklonen. Sollten transformierte
Bakterien angezogen werden, wurden Ampicillin (150 pg/ml) oder Kanamycin

(50 pg/ml) zur Selektion eingesetzt.

Die Kultivierung der Bakterien erfolgte bei 37 °C und 250 rpm im Zellkulturschiittler.

Die OD wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 600 nm ermittelt.

Zur Herstellung von Sicherungskulturen wurden 500 ul einer 3 ml G.N.-Kultur mit

500 pl einer 30 % Glycerin-Lésung versetzt und bei -80 °C eingefroren.
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LB-Medium
5 g Hefeextrakt
10 g Trypton
10 g NaCl
Mit ddH,O auf 1 | eingestellt, anschlieend autoklaviert.
LB-Agar

15 g Agar pro Liter LB-Medium

Die Zugabe des Agars erfolgt vor dem autoklavieren. Nach Abklhlen
auf 55 °C konnten Selektionsmarker hinzugefugt werden.

4.2.3 Herstellung kompetenter Bakterienstamme

Um zur DNA-Aufnahme befahigte Bakterienstdmme herzustellen wurde mit einer
3 ml Vorkultur (ODggg etwa 0,3) 200 ml einer 2x YT Losung inokuliert und diese bei
37 °C und 250 rpm im Zellkulturschttler inkubiert, bis eine OD von 0,48-0,5 erreicht
worden war. Danach wurde die Kultur in vier 50 ml Reaktionsgefafie Uberfihrt und
das Bakterienwachstum auf Eis gestoppt. Alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis,
mit vorgekiihlten Reagenzien und Verbrauchsmaterialien bei 4 °C im Kihlraum des

Laboratoriums.

Nach 20 min Zentrifugation im ausschwingenden Rotor bei 5.000 gmax und 4 °C
wurde das Sediment in 80 ml TFBI resuspendiert und nachdem der
Zentrifugationsschritt wiederholt worden war, das Sediment in 8 ml TFBII
resuspendiert. Nach 15 min Inkubation wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalle 100 pl der
Lésung aliquotiert, sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und zur weiteren

Aufbewahrung bei -80 °C gelagert.

2x YT-Medium
5 g NaCl
10 g Hefeextrakt
16 g Trypton
Mit ddH,O auf 1 | eingestellt, pH 7,0 mit NaOH eingestellt und
anschliefend autoklaviert.
TFBI

10 mM CaCl,-2H,0

30 mM KC2H302

50 mM MnCl,-4H,0
100 mM RbCI

15 % Glycerin (v/v)

Auffullen mit ddH,O und einstellen des pH-Wertes mit 0,2 M
CH3COOH auf 5,8. Danach wurde die Lésung steril filtriert
und bei 4 °C aufbewahrt.
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TFBII

10 mM MOPS

10 mM RbCI

75 mM CaCl,-2H,0
15 % Glycerin (v/v)

Auffillen mit ddH,O und Einstellen des pH- Wertes mit 5 M
KOH auf 6,6. Danach wurde die Losung steril filtriert und bei
4 °C aufbewahrt.

4.2.4 Transformation kompetenter Bakterienstamme

Kompetente E.coli Bakterien des Stammes MC1061 wurden 15 min auf Eis
aufgetaut; die zu transformierende DNA hinzugegeben und eine Viertelstunde
inkubiert. Durch die nun folgende dreiminttige Hitzeschockbehandlung bei 37 °C
nahmen die Bakterien die DNA auf. Nun konnten die Bakterien auf selektiven LB-
Agarplatten ausgestrichen werden. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C Uber Nacht im

Warmeschrank.

4.3 Pflanzenmaterial

Als Ausgangsmaterial fur die transiente Genexpression wurden Tabakpflanzen
(Nicotiana tabacum, Okotyp SR1) unter sterilen Bedingungen mit 16 h Licht und 8 h
Dunkelheit bei 25 °C kultiviert.

4.3.1 Kultivierung von Tabakpflanzen

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum) wurden auf MS-Nahrmedium unter sterilen

Bedingungen in Glasern der Firma Weck aufgezogen.

Tabaksamen wurden vor der Aussaat mit Chlorbleichlauge oberflachensterilisiert
und dreimal mit ddH,O gewaschen bevor etwa 20 Samen zur Keimung auf MS-
Medium pipettiert wurden. Nach zwei Wochen Wachstum und der damit

einhergehenden Wurzelbildung wurden die Keimlinge vereinzelt.

MS-Nahrmedium

0,5 g MES, pH auf 5,7 mit KOH eingestellt
0,8 g Agar

4,3 g MS Medium, (Murashige, 1962)

20 g Saccharose

Mit ddH,O auf 800 ml auffillen.

In Schottflaschen autoklavieren und bei etwa 55 °C in sterile
Weck Glaser fullen.
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Chlorbleichlauge
12 % Natriumhypochloritldsung in ddH,O

4.3.2 Kultivierung von Arabidopsis auf Erde

Oberflachensterilisation von Arabidopsis-Samen fur die Pflanzenanzucht erfolgte
durch 15 - 30 min Inkubation in 70 % EtOH + 0,05 % Triton X-100. Nun folgten
maximal 5 min in 99 % EtOH und Aufnahme in 0,05 % Agarlésung.

Zur Beschleunigung der Keimung wurden sterilisierte Samen zwei Tage bei 4 °C im

Dunkeln stratifiziert.

Fur die Kultivierung von Arabidopsis thaliana auf Erde wurden sterilisierte Samen
nach Stratifikation auf autoklavierter Einheitserde Typ T der Firma Patzer (Sinntal —
Jossa) ausgesat und unter Langtagbedingungen angezogen. Nach etwa zwei

Wochen wurden die Pflanzen in Einzeltdpfe pikiert und bis zur Abreifung gehalten.
4.3.3 Anzucht und Kultivierung von Tabak-Suspensionskulturen

Die Anzucht und Kultivierung von Bright Yellow 2 (BYZ2)-Suspensionskulturen
erfolgte in MS-Nahrmedium bei 25 °C und 100 rpm im Zellkulturschittler unter
Ausschluss von Licht. Subkultivierung fand wochentlich statt, wobei das Innokulum
etwa 1/50 der herzustellenden Neukultur entsprach. Alle experimentellen Arbeiten

fanden am dritten Tag nach der Subkultivierung statt.

MS-Nahrmedium

0,2 mg 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure
0,1 g Myoinositol

0,1 g Thiamin

0,2 g KH,PO,

4,3 g MS-Medium

30 g Saccharose

Mittels KOH auf pH 5,7 eingestellt und mit ddH,O auf 11 aufgefllit.

4.4 Methoden der Entwicklungsbiologie

4.41 Messung des Hypokotylwachstums

Nach Sterilisierung und Stratifizierung erfolgte die Aussaat von Arabidopsis-Samen
auf MS-Agarplatten. Einem 4 h Lichtpuls (120 pmo m™ s™) folgten die Maskierung
der Platen durch zwei Schichten Aluminiumfolie und anschlieRende Inkubation fiir 4

Tage bei 22 °C. Fir die Messung der Lange von Hypokotylen wurden Keimlinge
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zwischen zwei Klarsichtfolien fixiert und auf einem Flachbettscanner eingescannt.
Digitale Aufnahmen wurden mit dem Programm ImageJ 1.41 (Abramoff et al., 2004)

ausgewertet.

MS-Agarplatten

1/10 MS

0,5 % Saccharose
0,7 % Phytoagar
10 mM MES

Mit KOH auf pH 5,8 einstellen, anschlieRend autoklavieren.
4.4.2 Genotypisierung von t-DNA-Insertionslinien

Fur die Bestimmung von t-DNA-Insertionen wurden pro zu untersuchende Linie vier
PCR-Reaktionen durchgefiihrt: Mit dem genspezifischen Sense- und
Antisenseprimern um wildtypische Pflanzen zu erkennen (1), mit genspezifischen
Sense und t-DNA spezifischem Primern um eine Insertion nachzuweisen (2), dem
genspezifischen Antisenseprimer und dem t-DNA spezifischen Primer um eine
inverse Orientierung/mehrfache Insertion auszuschlielen (3) und letztlich mit dem t-
DNA spezifischen Primer alleine um eine doppelte, gespiegelte Insertion
auszuschlie®en (4). Daraus ergeben sich vier Moéglichkeiten der Insertion (siehe
Abbildung 4.1).

Primer-Bindestelle

1 S s

kodierende Sequenz |_v t-DNA

Primer-Bindestelle

2 S~ 3

kodierende Sequenz t-DNA ¢

Primer-Bindestelle Primer-Bindestelle

3 - [ 3

kodierende Sequenz | ¥ t-DNA t-DNA vy

Primer-Bindestellen
p = | 3
kodierende Sequenz t-DNA ¢ v t-DNA

Abbildung 4.1: Moéglichkeiten der t-DNA-Insertion. In (1) einfache Insertion, (2) reverse
Insertion, (3) doppelte Insertion, gespiegelt, (4) doppelte Insertion, revers gespiegelt.
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Fir die Bestimmung der t-DNA-Insertionen wurden folgende Oligonukleotidprimer

benutzt:

SALK-Linie 040274C
t-DNA spezifischer Primer (LBb1.3) ATTTTGCCGATTTCGGAAC

Genspezifischer Primer (Vps28-2_S) ATGGAGGTCAAATTATGG

Genspezifischer Primer (Vps28-2_AS) TTAATTACCAGCTTTAGG

SAIL-Linie 690 E05
t-DNA spezifischer Primer (Lb1) GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC

Genspezifischer Primer (Vps28_S) ATCGATGGAGGTCAAGTTA
Genspezifischer Primer (Vps28_AS) GGATCCTAAATTACCAGCATTAGG

Alle PCR Reaktionen wurden wie unter 4.6.1 beschrieben durchgefiihrt, die
resultierenden PCR-Fragmente aufgereinigt (siehe 4.6.9) und sequenziert (siehe

4.6.11) um die genaue Insertionsstelle der t-DNA zu bestimmen.

4.4.3 Kreuzung von stabil transformierten Arabidopsis-Linien

Da Arabidopsis thaliana hermaphroditische Bliten besitzt und sich somit fast einzig
durch Selbstung vermehrt, missen bei Kreuzungen die Empfangerpflanzen
mannliche Geschlechtsorgane entledigt werden. Deshalb werden zuerst Bluten mit
reifen Antheren und bereits bestaubte Bliten abgeschnitten und dann
Infloreszenzen mit geeigneten Bliten emaskuliert. Mit Pollen reifer Antheren einer
Spenderpflanze werden die Narben der emaskulierten Bliten bestdubt und

abschlieRend markiert.

4.5 Klonierungen

4.5.1 Vektoren

Die in dieser Arbeit beschriebenen Konstrukte dienten der Proteinexpression in
Bakterien und der transienten Expression in Pflanzenzellen. Dabei wurden
folgende Zielvektoren nach entsprechender Vorbereitung (Linearisierung,

Dephosphorylierung) fir die Ligation benutzt (siehe 4.6.5 und 4.6.6).
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pAmy

Der Vektor pAmy ist ein pflanzlicher Expressionsvektor der auf dem
Klonierungsvektor pUC18 basiert. FUr hohe Expressionsraten besitzt er einen 35S
CaMV (cauliflower mosaic virus)-Promotor und einen 3'nos (Nopalin-Synthase) —
Terminator. Eine Ampicillinresistenz-Kassette dient der Selektion, Klonierung erfolgt
standardmafig durch Ncol und BamHI/Xbal/Bglll Restriktionsschnittstellen (Crofts et
al., 1999).

pAmy-HDEL
Entspricht wie pAmy einem modifizierten pUC18 Vektor; allerdings keine Bglll

Restriktionsschnittstelle.

pGD5

Ist eine modifizierte Version von pAmy-HDEL. Anstelle der Ncol
Restriktionsschnittstelle am N-Terminus des offenen Leserasters (open reading
frame, ORF) besitzt er Nhel.

pSN09
Kodiert fir SNX2a-GFP. Nhel/Notl Restriktionsschnittstellen wurden fiir die Insertion
der SNX2a-Sequenz verwendet. Basiert auf pGD5 (Niemes et al., 2010b).

pSar1
Ein Derivat von pUC18. Der ORF ist durch Clal/BamHI bzw. Clal/Xbal begrenzt
(Phillipson et al., 2001).

pDS26

N-terminale YFP-Fusion mit dem TGN lokalisierten SNARE SYP61 (YFP-SYP61).
Die SNARE-Sequenz ist durch Clal/BamHI bzw. Clal/Xbal begrenzt. Basierend auf
YFP-SYP81 (Bubeck et al., 2008).

pBP30

Kodiert den Golgi-Marker Man1-RFP/GFP. d35S-Promotor, ORF inklusive RFP/GFP
und Terminator, basierend auf dem Plasmid Bluescript. Austausch der gesamten
Klonierungskassette inklusive Fluorophor ist mit Bglll/Sall Restriktionsschnittstellen
moglich. Zwischen der Man1-Sequenz und dem Fluorophor befindet sich eine Xbal

Restriktionsschnittstelle.

pGEX-4T-3

Der Vektor pGEX-4T-3 ist ein bakterieller Expressionsvektor, welcher zur
Herstellung von GST-Fusionsproteinen eingesetzt wird. Mit Hilfe des lac-q
Promotors kann durch Zugabe von IPTG die Expression von Proteinen induziert

werden. Durch Affinitatsreinigung mittels GST-Sepharose kann anschliellend das
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Fusionsprotein isoliert werden. Auch dieser Vektor besitzt eine Ampicillin-Resistenz

zur Selektion.
4.5.2 Oligonukleotidprimer

Alle Oligonukleotide sind in 5°- 3’- Richtung angegeben. Unterstrichen sind
eingefuhrte Schnittstellen fur Restriktionsenzyme, in der Spalte Konstrukt sind diese
zudem namentlich aufgefihrt. AuRerdem ist hier der Konstrukthname nach
laborinterner Nomenklatur zu finden. Die Spalte Zielvektor gibt Aufschluss dartber
in welchen Vektor PCR-Fragmente mit den jeweiligen Oligonukleotidprimern kloniert
wurden. Fur die Synthese aller Oligonukleotide wurde die Firma Sigma-Aldrich

(Taufkirchen) beauftragt.

Konstrukt Zielvektor Oligonukleotid: Sense/Antisense
Box-GFP pDS09 pDS10 CGAGCTCCATGGCAGTGAAACAAAAGG/
Ncol/BamHI TCGCGGGATCCTTACTTGTACAGCTC
Box Zur Klonierung, | Zusammenge- CCATGGCAGTGAAACAAAAGGAGAAGAAGAAGAAG
Ncol/Clal lagerte Oligos CAGAAGCCTCGAAGCGGATGTCTCTCAAACATTCTG
mit fertigen TGTGGGAAGAATGGATCGAT/
Schnittstellen CGATCCATTCTTCCCACACAGAATGTTTGAGAGACA
TCCGCTTCGAGGCTTCGAGGCTTCTGCTTCTTCTTC
TTCTCCTTTTGTTTCACTGC
GFP Zur Klonierung, | pAmy-HDEL TAGTGGATCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA/
Clal/Notl CCTATCGCGGCCGCCCTTGTACAGCTCGTCCATGC
Ubiquitin Zur Klonierung, | pAmy-HDEL CTCTCTGCGGCCGCATGCAAATCTTCGTGAAAAC/
Notl/Xbal ATCACATCTAGATTATCCACCACGAAGACG
Box-GFP-Ub | pDS10 pAmy-HDEL Box, GFP, Ubiquitin als Dreifachligation in pAmy-HDEL
Ncol/Xbal
Box-GFP- pDS21 pDS10 CGAGCTCCATGGCAGTGAAACAAAAGG/
UbAGG Ncol/BamHI CTCTAGTGGATCCTCATCTTAAACGGAGAAC
VPS28 pDS27 pSar1 AACAACATCGATGGAGGTCAAGTTA/
Clal/BamHI AACAACGGATCCTAAATTACCAGCATTAGG
YFP-VPS28 | pDS26 pDS13 (YFP-SYP61) | AACAACATCGATGGAGGTCAAGTTA/
Clal/BamHI AACAACGGATCCTAAATTACCAGCATTAGG
VPS28-GFP Eﬁsﬁg ’ PSNO9 ACCACCGCTAGCATGGAGGTCAAGTTA/
eliNo ACCACCGCGGCCGCGATTACCAGCATTAGG
loop fiir RNAI | Ncol/Notl SNX2a-RNAI AAATAACCATGGTCTTTTTTCCTTTTA/
TTCCCAGCGGCCGCCAATCCAAATGTAAG
\FQESA?’; fiir | Nhel/Ncol vPs28 ACCACCGCTAGCGAGGGGAAGATTAAG/
I -ense ACCACCCCATGGATTACCAGCATTAGG
yRS28  fr] NotiBgll vPs28 ACCACCGCGGCCGCATTACCAGCATTAGG!
Al ACCACCAGATCTGAGGGGAAGATTAAG
Antisense
RNAI-VPS28 | pDS35 pGD5 VPS28-RNAi Sense, loop und VPS28-RNAi Antisense
Nhel/Bglll als Dreifachligation in pGD5 GFP
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Konstrukt Zielvektor Oligonukleotid: Sense/Antisense
GST-VPS28 | EcoRl/Sall pGEX-4T-3 CTGAAAGAATTCCGTCAAGTTATGGAAT/
GTGGCAGTCGACTTAATTACCAGCATT
VPS22 pNF04 pAmy TGGACCATGGTCATTTAAGTATCAGATC/
Ncol/Bglll ATAAAGATCTAAGATGCGACGACGA
VPS22-Mut. | pNF05 pNF04 AGTTCAGATTGATGAAGTTTGCA/
TGCAAACTTCATCAATCTGAACT
VPS22-GFP | Nhel/Notl pSN09 TGGAGCTAGCTCATTTAAGTATCAGATC/
ATAAGCGGCCGCAAGATGCGACGACGA
VPS22-RFP | pDS32 pBP30 ACCACCAGATCTATGCGACGACGACCA/
Bglll/Xbal ACCACCTCTAGAAGTATCAGATCCGAT
GST-VPS22 | EcoRl/Sall pGEX-4T-3 GTGAAAGAATTCCCGACGACCAGGAATT/
AGCATGGTCGACTTAAGTATCAGATCC
VPS2 pDS29 pPP12 ACCACCGCTAGCATGATGAATTCAATC/
Clal/Xbal ACCACCGCGGCCGCGCATTTTTCTAAGGTT
VPS2-GFP pDS24 pSNO09 ACCACCGCTAGCATGATGAATTCAATC/
Nhel/Notl ACCACCGCGGCCGCGCATTTTTCTAAGGT
VPS2-RFP pDS31 pBP30 ACCACCAGATCTATGATGAATTCAATC/
Bglll/Xbal ACCACCTCTAGAGCGCATTTTTCTAAG
GST-VPS2 EcoRl/Sall pGEX-4T-3 CATGATGAATTCAATCTTCGG/
ACAGGAGTCGACTCACATTTTTCTAAG
VPS2-DN pDS30 pSar1 ACCACCATCGATGATGAATTCAATC/
Clal/Xbal ACCACCTCTAGATTATATACCTCCACTGTC
Ubiquitin Bglll/Pstl fur RFP-TMD23-Ub | AGTCTGAGATCTATGCAAATCTTCGTGAAAAC
CTACTGCAGTTATCCACCACGAAGACGGAG
RFP-TMD23- | pFK13 RFP-TMD23 Ligation von Ubiquitin (Ub) in RFP-TMD23
Ub Pstl/Bglll (Brandizzi et al,
2002b)
UbAGG Bglll/Pstl fur RFP-TMD23- [ AGTCTGAGATCTATGCAAATCTTCGTGAAAAC
UbAGG CTACTGCAGCTAACGAAGACGGAGGACGAGATG
RFP-TMD23- | pFK17 RFP-TMD23 Ligation von UbiquitinAGG (UbAGG) in RFP-TMD23
UbAGG Pstl/Bglll (Brandizzi et al.,
2002b)

Oligonukleotide wurden mittels PCR zur Amplifizierung der Zielfragmente benutzt
und anschlielend in die vorbereiteten Vektoren ligiert (siehe 4.5.1). Die Box-
Sequenz wurde mit Hilfe von zusammen gelagerten Oligonukleotiden gewonnen
(mit sticky ends). Als loop flir das RNAIi-VPS28 Konstrukt wurde die hairpin-
Sequenz des Vektors pHannibal (CSIRO, Australien) mit den angegebenen
Oligonukleotiden amplifiziert. Die Konstrukte RFP-TMD23-Ub und RFP-TMD23-
UbAGG wurden

Diplomarbeit, hergestellt.

in Zusammenarbeit mit Fabian Kinzl, im Rahmen seiner
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4.6 Molekularbiologische Methoden

4.6.1 DNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

Etwa 100 mg Pflanzenmaterial wurden entnommen und in flissigem Stickstoff
gefroren. Alle weiteren Schritte wurden mit dem DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Niederlande) gemal den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die DNA-Extraktion

diente vor allem dazu, t-DNA-Insertionslinien mittels PCR zu untersuchen.
4.6.2 RNA-Extraktion aus Pflanzenmaterial

Etwa 100 mg Pflanzenmaterial dienten als Ausgangsmaterial fur die RNA-Isolierung.
Mit Hilfe des RNeasy Plant-Kits (Qiagen, Niederlande) wurde RNA nach Angaben

des Herstellers isoliert.
4.6.3 Synthese von cDNA aus RNA

Mittels reverser Transkriptase wurden RNA im Bereich 10 ng — 5 ug in Einzelstrang
cDNA transkribiert. Alle Schritte wurden gemal des von Sambrook et al.
beschriebenen Protokolls zur First-strand c¢DNA sythesis im Thermocycler
durchgefiihrt (Sambrook und Russel, 2001).

4.6.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die von Kary Mullis entwickelte (Mullis und Faloona, 1987) Methode der Polymerase
Kettenreaktion dient zur Amplifikation von DNA. In einem dreistufigen Prozess wird
die zu vervielfaltigende DNA denaturiert, sequenzspezifische Oligonukleotidprimer
kénnen sich anlagern und die Polymerase kann diese durch den Einbau von
Desoxynukleotiden verlangern. Der nachste Zyklus beginnt dann mit der erneuten

Denaturierung.

Die verwendeten Oligonukleotidprimer sind in Kapitel 4.5.2 aufgefihrt.

Ein typischer PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

20 ng Template DNA
100 ng Sense Primer
100 ng Antisense Primer
1 yl ANTP-Mix (10 mM)
10 ul 5 x HF-Puffer
0,25 ul Phusion Polymerase (5 U/ul)

Zu Beginn der PCR wurde der Reaktionsansatz flir 2 min bei 94 °C erhitzt und erst

dann die in sterilem Wasser verdunnte Polymerase hinzugeflgt (hot start). Die
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Anlagerungstemperatur fir die Oligonukleotidprimer wurde mit Hilfe folgender

empirischer Formel errechnet:
wobei nur solche Basen einbezogen werden, die tatsachlich binden.

Abhangig von der GroRe des zu amplifizierenden Fragmentes wurde die
Polymerisierungszeit gewahlt. Die Phusion Polymerase kann maximal 2000
Basenpaare pro Minute amplifizieren. 30-38 Zyklen wurden folgendermalien
durchgefiihrt:

Denaturierung: 94 °Cfur20s
Anlagerung: 46 °C-54°Cfur30s
Polymerisierung: 72°Cflir30s

AnschlieRend wurde der PCR-Ansatz mittels Agarosegel-Elektrophorese (siehe
4.6.8) analysiert. Nun wurde das PCR-Fragment aufgereinigt (siehe 4.6.9) und
durch Spaltung mit Restriktionsendonukleasen (siehe 4.6.5) die Schnittstellen fir die

Klonierung in die entsprechenden Zielvektoren freigelegt.
4.6.5 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

DNA wurde sequenzspezifisch mit Restriktionsendonukleasen in einem
Reaktionsansatz von 20-50 ul gespalten. Die Menge der eingesetzten
Restriktionsendonukleasen und die empfohlene Temperatur wurden nach Angaben
des Herstellers gewanhlt. Der Restriktionsendonukleasen Puffer wurde wie in Tabelle

4.1 dargestellt, angesetzt:

Tabelle 4.1: Zusammensetzung verschiedener 10x Restriktionsendonukleasen Puffer

Komponenten RP 0 RP 50 RP 100 RP 150
MgCl, 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Tris pH 8.0 100 mM 100 mM 100 mM 100 mM
DTT 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
EDTA 1mM 1 mM 1 mM 1mM
BSA 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/mi
NaCl 0 0.5M 1M 1.5M

Um bei Verwendung mehrerer Restriktionsendonukleasen den optimalen Puffer zu

wahlen, wurde eine Kompatibilitdtstabelle verwendet (siehe Tabelle 4.2).
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Tabelle 4.2: Kompatibilitat der Restriktionsendonukleasen Puffer

Enzyme | RP0O | RP50 RP100 RP150 Enzyme | RPO | RP50 RP100 RP150
BamHlI + ++ +++ +++ Pstl +++ +++ +++ +++
Bglll ++ +++ +++ +++ Pvul + ++ +++ +++
Clal +++ +++ +++ ++ Sacl +++ +++ ++ +
EcoRl +++ +++ +++ Sall + + ++ +++
EcoRV + + + +++ Scal + +++ +++ ++
Hindlll ++ +++ +++ ++ Smal + + + +
Kpnl +++ + + + SnaBI +++ +++ ++ +
Ncol + ++ +++ +++ Sphl + + +++ +++
Ndel + + ++ +++ Stul +++ +++ +++ +++
Nhel +++ +++ +++ ++ Xbal + +++ +++ +++
Notl + +++ +++ +++

Die Spaltung durch Restriktionsendonukleasen erfolgte bei 37 °C fir 1 h.

Anschlielend wurde eine Aufreinigung wie in 4.6.9 beschrieben, durchgefthrt.
4.6.6 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Alkalische Phosphatase (calf intestinal alkaline phophatase, CIAP) katalysiert die
Dephosphorylierung von DNA am 5°-Ende. Damit soll verhindert werden, dass ein

linearisierter Vektor religiert.

Nach der in Kapitel 4.6.9 beschriebenen Aufreinigung wurden mit
Restriktionsendonukleasen gespaltene Vektoren in einem Volumen von 40 pl eluiert
und zur Dephosphorylierung 5 pl 10x Fast-AP Puffer und 5 ul Fast-AP (1 U/ul)
hinzugefiigt. Die Inkubationszeit betrug 45 min bei 37 °C.

4.6.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation wurden Vektor und PCR-Fragment etwa im molaren Verhaltnis 1:2
eingesetzt und die T4-DNA-Ligase (1 U/ul) samt mitgeliefertem Puffer nach
Herstellerangaben eingesetzt. Typischerweise wurden Ligationen im 20 pl Volumen
1 h bei RT inkubiert.

5 ul des Ligationsansatzes wurden zur Transformation kompetenter E.coli Bakterien

verwendet (siehe 4.2.4).
4.6.8 Agarosegel-Elektrophorese

Um DNA nach ihrer Grofe elektrophoretisch zu trennen wird eine Matrix aus

Agarose benutzt, so dass sich unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten
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ergeben. Damit die zu analysierende DNA unter UV-Licht detektiert werden konnte,

wurde dem Gel Ethidiumbromid hinzugefugt.

Die Agarosegel-Elektrophorese wurde modifiziert nach Sambrook und Russel
(2001) in 0,5x TBE mit 4x Ladepuffer durchgefuhrt.

Je nach Grofle der aufzutrennenden DNA enthielten die Gele 0,5-1,0 % (w/v)
Agarose und wurden mit 0,5 ug/ml Ethidiumbromid fir analytische Gele und
0,1 ug/ml fir praparative Gele versetzt. Die elektrophoretische Auftrennung
analytischer Gele erfolgte mit einer elektrischen Feldstarke von 10 V/cm, die

Auftrennung praparativer Gele mit 5 V/cm.

Analytische Gele wurden wie in Kapitel 4.11 beschrieben ausgewertet, DNA aus

praparativen Gelen wie in Punkt 4.6.10 beschrieben extrahiert.

5x TBE Puffer (Stammldsung)

54 g/l Tris
27.5 g/l Borsaure
20 ml 0.5 M EDTA (pH8.0)

In ddH0.

4x Ladepuffer

24 % (w/v) Saccharose
0.1 % (w/v) Bromophenolblau
40 mM EDTA

In ddH0.
4.6.9 Aufreinigung von DNA

Zur  Aufreinigung von DNA wurde das NucleoSpin  Extract II-Kit

(Macherey-Nagel, Duren) nach Angaben des Herstellers verwendet.

4.6.10 DNA Aufreinigung aus Agarosegelen

Die DNA-Bande gewlnschter Gro3e wurde mit einer schwachen UV Lampe
detektiert und mit einem sterilen Skalpell aus dem Gel geschnitten. Zur Extraktion
der DNA wurde das NucleoSpin Extract II-Kit (Macherey-Nagel, Duren) nach

Angaben des Herstellers verwendet.
4.6.11 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch eine Kombination der von Frederick
Sanger (Sanger et al., 1977) vorgestellten Methode des Kettenabbruchs und der
von Mostafa Ronaghi entwickelten Methode (Ronaghi et al.,, 1996) des

Pyrosequencings. Etwa 2 ug DNA wurden durch Natriumperchlorat/Isopropanol-
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Fallung vorbereitet und getrocknet. Alle Sequenzierungsarbeiten wurden von der

Firma MWG, Ebersberg durchgefuhrt und die Ergebnisse elektronisch Ubermittelt.
4.6.12 Digitale Sequenzabgleichung

Die von der Firma MWG (Ebersberg) ermittelten DNA-Sequenzinformationen
wurden mit den Orginalsequenzen unter Verwendung des Programmes AlignX aus

Vector NTI 9 (Invitrogen, Karlsruhe) verglichen.

4.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

4.7.1 Mini-Praparation von Plasmid-DNA

Um schnell und wenig arbeitsintensiv Plasmid-DNA zu isolieren, erfolgte eine Mini-
Praparation; dabei wurde in Kauf genommen, dass Qualitdt und Reinheit der

gewonnenen DNA niedrig ist.

Die Halfte einer 3 ml G.N.-Kultur wurde bei 10.000 gmax flir 1 min zentrifugiert und
das Sediment in 150 pl TES-Puffer resuspendiert. Nach Hinzufliigen von 20 pl
Lysozym-Lésung (10 mg/ml), wurde der Ansatz 5 min inkubiert und anschlielend
die Lyse durch Zugabe von 300 ul sterilem H,O beendet. Nach 15 min Inkubation
bei 72 °C wurden die Proben 15 min bei 10.000 gn.x zentrifugiert und danach der
Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tberfiihrt. Nachdem die enthaltene
DNA durch Zugabe von 30 pyl 5 M NaClO4 und 400 ul Isopropanol gefallt worden
war, konnte die DNA durch Zentrifugation (15 min, 10.000 gmax) sedimentiert
werden. Der Uberstand wurde verworfen und die getrockneten Sedimente in 50 pl

TE gelost.

Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

TES-Puffer

10 mM Tris, pH 8,0

5 mM EDTA, pH 8,0

250 mM Saccharose

In ddH,O, danach wurde die Lésung steril filtriert.
TE-Puffer

10 mM Tris, pH 8,0
0.1 mM EDTA, pH 8,0

In ddH,O, danach wurde die Lésung steril filtriert.



Material und Methoden 87

4.7.2 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Far die schnelle Isolierung mittlerer Mengen an sauberer Plasmid-DNA (50-200 pg),
wurde das Plasmid-Kit NucleoBond PC100 von Macherey-Nagel (Diren) verwendet.

Alle Schritte wurden gemalR den Herstellerangaben durchgefihrt.
4.7.3 Maxi-Praparation von Plasmid-DNA

Eine Maxi-Praparation wurde durchgefiihrt, um grolle Mengen sehr sauberer
Plasmid-DNA zu erhalten. Ein Extraktionsschritt mittels Phenol ermoglicht es
Proteine quantitativ zu entfernen, eine zusatzliche Inkubation mit Ribonuklease A

spaltet die enthaltenen Ribonukleinsauren.

Eine 500 ml LB-Flussigkultur wurde nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 250 rpm
eine Stunde im SLA3000 Rotor der Sorvall Zentrifuge bei 4.000 rpm sedimentiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Sediment in 8 ml gekiihltem TE 50/1 Puffer
resuspendiert. Nach Uberflihren in SS34 Zentrifugationsgefale wurden die Proben
mit 2,5 ml Lysozym-L6sung versetzt, vorsichtig etwa zehn Mal invertiert und 5 min
auf Eis inkubiert. Jetzt wurde die Lyse mit 2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) gestoppt und
nach weiteren 5 min auf Eis die Ribonukleinsdure-Spaltung durch Ribonuklease A
begonnen. Dazu wurden 50 pl Ribonuklease A Losung (20 mg/ml) mit 150 pl 10 %
Triton X-100 (v/v) und 750 pl TE 50/1 gemischt, die Proben zehn Mal invertiert und
1 h auf Eis inkubiert. Die Ansatze wurden anschliel3end 1 h bei 18.000 rpm im SS34

Rotor zentrifugiert.

Der klare Uberstand wurde 1:1 mit equilibriertem Phenol (pH 8,0; 0,1 % Hydroxychi-
nolin) versetzt und grindlich durchmischt. Um eine Phasentrennung zu erreichen,
wurden die Proben bei 4.000 rpm im ausschwingenden Rotor fur 10 min zentrifugiert
und der abgenommene Uberstand auf selbige Art und Weise 1:1 mit Chloroform
extrahiert. Die wassrige Phase wurden in Corex Zentrifugationsgefae uberfuhrt, mit
TE egalisiert und mit 5M NaClO, (10 % des abgenommenen Volumens) und
Isopropanol (80 % des abgenommenen Volumens) die DNA gefallt. Nach 15 min
Zentrifugation bei 10.000 rpom im HB6 Rotor war die DNA sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen und nachdem die Sedimente getrocknet waren, 500 pl

TE hinzugefiigt und G.N. bei 4 °C resuspendiert.

Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.
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TE 50/1 Puffer

50 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA, pH 8,0

In ddH,O, danach wurde die Lésung steril filtriert.

TE-Puffer

10 mM Tris, pH 8,0
0.1 mM EDTA

In ddH,O, danach wurde die Lésung steril filtriert.
Lysozym LOsung

10 mg/ml In ddH,0.

4.8 Zellbiologische Methoden

4.8.1 Herstellung von Protoplasten aus Tabakblattern

Fir den enzymatischen Verdau der Zellwand wurden vor Beginn der Arbeiten 50 ml
einer Enzymlésung (Macerozym R10 und Zellulase R10) auf sieben Petrischalen
verteilt. Die Isolierung von Mesophyll-Protoplasten erfolgte unter sterilen

Bedingungen aus den Blattern 6-8 Wochen alter Tabakpflanzen.

Mit einem Skalpell wurden geeignete Blatter (hellgriine Farbe, geflecktes Muster,
ovale Form) der kultivierten Tabakpflanzen (siehe 4.3.1) gelést und in eine
Petrischale zur Weiterverarbeitung gegeben. Nun wurde die gesamte Blattunterseite
mit einem speziell gefertigten StoRel vorsichtig penetriert, um es der Enzymlésung
zu ermdglichen bis zu den Mesophylizellen im Blattinneren vorzudringen. Danach
wurde der Hauptleitblindel des Blattes mit dem Skalpell herausgetrennt und die
beiden Blatthalften mit der Unterseite in die verdiinnte Enzymlésung gelegt. Vier bis
sechs Blatthalften wurden in jede Petrischale gegeben und G.N. bei 25 °C und
Dunkelheit inkubiert.

Nach 6-48 h Inkubation wurden die Petrischalen etwa 30 min vor der eigentlichen
Versuchsdurchflihrung vorsichtig geschwenkt um die entstandenen Protoplasten
aus den Blattresten herauszuldsen und um weitere Protoplasten zu gewinnen. Jetzt
wurde der gesamte Ansatz auf einen Nylonfilter mit einer Porengrofe von 100 ym
gegeben, welchen nur die Protoplasten, nicht aber die unverdauten Blattreste
passieren kénnen. Zur graduellen Umstellung des pH-Wertes, wurden die Zellen
nun mit Elektroporationspuffer gewaschen und die verbliebenen Protoplasten aus
dem Filter geldst. Nach 15 min Zentrifugation bei 80 gmax im ausschwingenden Rotor

der Heraeus Zentrifuge bildeten die Protoplasten eine flotierende Phase und
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Zelltriummer und Medium konnten mit der peristaltischen Pumpe abgesaugt werden.
Nachdem die Protoplasten weitere zwei Mal gewaschen wurden, konnten sie auf

eine Zelldichte von 4* 10° pro ml eingestellt werden.
Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

10x Enzymlésung

2 % (w/v) Macerozyme R10
4 % (w/v) Zellulase R10

In TEX-Puffer ca. eine halbe Stunde resuspendieren, danach steril
filtrieren. 5 ml Aliquots werden bei -80 °C aufbewahrt und bei Bedarf
1:10 mit TEX-Puffer verdinnt.

TEX-Puffer

3,2 g/l Gamborg B5 Salze
500 mg/l MES

750 mg/l CaCl,-2 H,O
250 mg/l NH;NO;

0,4 M Saccharose

Alle Reagenzien wurden in einem Becherglas gemischt, der
pH mit KOH bei 5,7 eingestellt und das genaue Volumen in
einem Kolben mit geringem Durchmesser eingestellt
AnschlieRend wurde die Lésung in eine autoklavierte Schott-
Flasche steril filtriert.

Elektroporationspuffer

2,4 g/l HEPES

6 g/l KCI

600 mg/l CaCl,
0,4 M Saccharose

Das Ansetzten des Puffers erfolgte wie oben beschrieben, der
pH-Wert wurde allerdings auf 7,2 eingestellt.

4.8.2 Transformation von Protoplasten durch Elektroporation

In sterile Plastikklvetten wurden 500 uyl der konzentrierten Protoplasten
(siehe 4.8.1) mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze (um Scherkrafte zu
vermeiden) vorgelegt. Zu jedem Ansatz wurden 5-50ug DNA in 100 pl
Elektroporationspuffer hinzugefligt und die Suspension durch vorsichtiges Schiitteln

gemischt.

Die Elektroporation wurde mit 1000 yF und 160V mit Hilfe des Gene-Pulsers
durchgefiihrt. Vor erneuter Elektroporation wurden die Elektroden in ddH,O
gereinigt, mit Ethanol abgeflammt und in Elektroporationspuffer abgekihlt. Die

elektroporierten Zellen wurden anschlieRend fir 30 min bei RT inkubiert. Nach der
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Inkubation wurden die Zellen in Petrischalen (Durchmesser 5,5 cm) Uberfihrt und
die Kuavetten je zweimal mit 1 ml TEX-Puffer nachgespllt. Je nach weiterer
Verwendung wurden die Zellen 6-48 h bei 25 °C und Dunkelheit inkubiert.

4.8.3 Sekretionsanalyse

Nach 12-24 h Inkubation wurden die Ansatze in 10 ml Reaktionsgefalle Uberflhrt
und 5 min bei 100 gmax zentrifugiert, um eine flotierende Schicht Protoplasten zu
erhalten. Mit einer ausgezogenen Pasteurpipette wurde mittels des feinen, beim
Zusammendriicken der Pipettierhilfe entstehenden Luftstromes, eine Offnung
erzeugt, durch die, ohne in Kontakt mit den Protoplasten zu kommen, 500 ul des
Kulturmediums abgenommen werden konnte. Die entstandenen Mediumprobe
wurde sofort in der gekuhlten Eppendorf Zentrifuge bei 14.000 gnmax zentrifugiert um
Zelltriummer zu entfernen und auf Eis gelagert. Die verbliebene Suspension wurde
mit 250 mM NaCl auf 10 ml aufgefiillt, das Sediment geldst und bei 100 gmax 5 Min
zentrifugiert. Nun wurde mit einer peristaltischen Pumpe die gesamte fliissige Phase

abgesaugt und die Sedimente bis zur weiteren Aufbereitung bei -80 °C eingefroren.
4.8.4 Messung enzymatischer Aktivitat

Die Messung der a-Amylase Aktivitat wurde sowohl im Medium als auch in
Zellenextrakten durchgefihrt. Daflir wurde der Cereal a-amylase assay-Kit
verwendet. Das enthaltene Substrat p-Nitrophenylmaltoheptaosid wird durch
Zugabe von a-Amylase zu p-Nitrophenol umgesetzt, welches photometrisch

bestimmt werden kann.

Die wie in Kapitel 4.8.3 beschrieben geernteten Proben wurden mit a-Amylase
Extraktionspuffer verdinnt. Die Zellen wurden zusatzlich mit einem kurzen
Ultraschallpuls homogenisiert und Zelltrimmer bei 20.000 gm.x sedimentiert. 30 pl
des klaren Uberstandes und 30 pl des Mediums wurden mit 30 yl des geblockten
Substrates versetzt und in einem Wasserbad bei 40 °C fur 20-60 min inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mit 150 ul einer 1% (w/v) Tris-Loésung beendet,
200 ul der Proben auf eine Mikrotitterplatte gegeben und der Substratumsatz bei

405 nm photometrisch bestimmt.

a-Amylase Extraktionspuffer

50 mM Maleinsaure
50 mM NacCl
80 mM NaOH
2 mM CacCl,
0,005 % (w/v) Natriumazid
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In ddH,0, pH mit HCI auf 5,7 einstellen.

Substratlésung

54,5 mg p-Nitrophenylmaltoheptaoside (geblockt)
100 U Glucoamylase, pH 5,2
100 U a-Glucosidase, pH 5,2

Mit ddH,O auf 10 ml auffillen.

4.8.5 Vakuolenpraparation aus Tabakmesophyllprotoplasten

Nach 24-48 h Inkubationszeit wurden transformierte Tabakprotoplasten mehrerer
gleicher Ansatze in einem 50 ml Reaktionsgefal® vereinigt. Mit Kochsalzlésung (250
mM NaCl) wurde die Suspension aufgeflllt (5 ml wurden fir die Herstellung eines
Gesamtzellextraktes an dieser Stelle abgezweigt) und bei 100 gnax fur 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellsediment auf Eis gelagert.
5 ml des 42 °C warmen Lysis-Mediums wurden den Zellen zugefigt und unter
vorsichtigem Schwenken im Wasserbad (42 °C) inkubiert. Nachdem die Lyse auf
Eis gestoppt worden war, wurde der Gesamtansatz mittels einer abgetrennten
Pipettenspitze in ein gekihltes 10 ml Reaktionsgefal Gberflihrt. Nun wurden zuerst
3 ml eines 1:1 Gemisches aus Lysis-Medium und Vakuolenpuffer und dann 1 ml des
Vakuolenpuffers alleine aufgeschichtet. Nach 10 min Zentrifugation bei 4 °C und
3000 gmax reicherten sich die isolierten Vakuolen als rot gefarbte Interphase der
beiden dem Sediment aufgelagerten Phasen an. Etwa 500 ul der Interphase wurden
abgenommen und 1:1 mit Vakuolenpuffer gemischt. Jetzt konnten die Vakuolen am
CLSM analysiert werden. Fir die SDS-PAGE wurden die Zellen durch einen
mehrere Sekunden andauernden Ultraschallimpuls homogenisiert, zu gleichen
Teilen mit SDS-Probenpufer versetzt und anschlieffend bei -80 °C eingefroren.Die
zur  Herstellung des  Gesamtextraktes  abgezweigten 5 ml der
Protoplastensuspension wurden fiir 10 min bei 100 gm.x zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Sediment wurde in 250 pl Vakuolenpuffer aufgenommen,
mittels Ultraschallimpuls homogenisiert und 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt. Bis
zur SDS-PAGE wurden die Proben bei -80 °C gelagert.
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Lysis-Medium

2mMDTT

5 mM HEPES

20 mM EDTA

0,2 M Mannitol

10 % (w/v) Ficoll-400

In ddH,O; pH 8,0 einstellen. Lagerbar bei -80 °C. Vor Benutzung
150 pg/ml BSA und 10 pg/ml Neutralrot hinzugeben.

Vakuolenpuffer

0, 10 mM HEPES
6 M Betain

In ddH,O; pH 7,5. Lagerbar bei -80°C. Vor Benutzung 150 pg/mi
BSA, 0,1 pg/ml Pepstatin A und 30 pg/ml PMSF hinzugeben.

4.9 Proteinbiochemische Methoden

4.9.1 Herstellung von Antikorpern

Die unter Punkt 4.5 beschriebenen pGEX-Expressionsvektoren wurden in den
E.coli-Stamm BL-21 transformiert und die Expression mit 1 mM IPTG induziert.
Nach Affinitatsaufreinigung mit Gluthation-Sepharose 4B (Amersham Biosciences,
Freiburg), wurden die Proben mittels SDS-PAGE (siehe 4.9.2) aufgetrennt und mit
Coomassieblau gefarbt. An die Entfarbung anschlie®Bend wurden die
entsprechenden Proteinbanden ausgeschnitten. Nach Elektroelution der Proteine
aus dem Gel und dreimaliger Dialyse wurden die Fusionsproteine bis zur
Trocknung eingeengt und als Antigen zur Antikérperherstellung eingesetzt
(Eurogentec, Belgien). Fir eine detaillierte Beschreibung sei auf Bubeck et al., 2008

verwiesen.
49.2 SDS-PAGE

Die Polyacrylamid-Gelelektophorese von Proteinen erfolgte unter denaturierenden,
diskontinuierlichen Bedingungen nach Lammli (Laemmli, 1970). Es wurden 10 %
und 12 % Gele zur Auftrennung benutzt. Die aufzutragenden Proteinproben wurden
stets 1:1 mit Probenpuffer versehen und 10 min bei 95 °C denaturiert. Um die
molekulare Masse der Proteine bestimmen zu kbénnen wurde ein
Molekularmassenmarker (Pageruler Protein ladder SMO0671, Fermentas) mit

aufgetragen.
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Das Trenngels (siehe Tabelle 4.3) wurde nach dem Gielten mit Isopropanol
Uberschichtet. Nach etwa 1 h Polymerisierung wurde das Isopropanol mit Wasser
abgespllt, das Sammelgel (siehe Tabelle 4.3) gegossen und der Kamm zur
Formung der Probentaschen zwischen die Glasplatten eingefuhrt. Nach einer
weiteren Stunde Polymerisierung, konnte der Kamm entfernt werden und mit einer
Hamilton-Spritze etwa 20 pyl Probengemisch pro Tasche geladen werden. Die
Elektrophorese wurde in selbst konstruierten Apparaturen bei 40 mA und maximal
180 V durchgefiihrt.Die Angaben gelten fir ein Gel der GréRe 200*100*2 mm.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung von Trenn— und Sammelgel

Trenngel (%) 10 12 Sammelgel

ddH,0 11,5 ml 10 ml 20 % Saccharose | 11,3 ml
3 M Tris,pH 8,8 | 3,2 ml 3,2 ml 1 M Tris, pH 6,8 1 ml
Protogel 75 m |9 ml Protogel 25 ml
10 % SDS 225 ul 225 yl 10 % SDS 150 pl
TEMED 12,5 ul 12,5 ul TEMED 30
10 % APS 75 75 10 % APS 50
Endvolumen 225ml | 22,5ml | Endvolumen 15 mi

Zur Analyse wurde das Gel 2-12 h mit Coomassieblau Farbelésung auf einer
Laborwippe inkubiert; unspezifisch gefarbte Bereiche wurden im Anschluss mit einer

Ethanol/Essigsaure basierten Losung entfarbt.

Probenpuffer Stammlésung

0,1 % (w/v) Bromophenolblau
5 mM EDTA

200 mM Tris pH 8,8

1 M Saccharose

In ddH,O

Aufbewahrung bei 4 °C.

Probenpuffer

900 ul Probenpuffer Stammlésung
300 yl 10 % SDS
18 ul 1 MDTT

Frisch ansetzen.

Phaseolin Extraktionspuffer

1 mM EDTA

2 % (viv) B-Mercaptoethanol
0,2 % (v/v) Triton-X-100
100 mM Tris, pH 7,8
200 mM NaCl
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Ammoniumpersulfat-Lésung (APS)
10 % (w/v) in ddH,0.

Protogel
30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid
In ddH0.

5x Elektrodenpuffer

59 SDS
30 g Tris
144 g Glycin

Mit ddH,O auf 1 | auffillen.

Coomassieblau Farbelosung

0,2 % (w/v) Coomassie brillant blue R250
50 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

In ddH,0.

Entfarbelésung

10 % (v/v) Ethanol
10 % (v/v) Essigsaure

In ddH,0.
4.9.3 Western-Blot

Als Western-Blot bezeichnet man den Proteintransfer von SDS-Polyacrylamidgelen
auf  Nitrocellulosemembran durch  Elektrophorese. Whatman-Papier und
Nitrocellulosemembran wurden nach GrofRe des Gels zugeschnitten und die
Membran in Blotpuffer equilibriert. Das semi-dry Blotting System von Bio-Rad wurde
nach Angaben des Herstellers verwendet und der Proteintransfer erfolgte fiir 2 h bei
200 mA. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Nitrocellulosemembran auf
einer Laborwippe 5 min bei RT in Ponceau-Ldsung inkubiert. Die Ponceau-Lésung
wurde wiederverwendet und die Membran kurz mit ddH,O gewaschen, um
Hintergrundfarbung zu entfernen. Zur vollstandigen Entfarbung der Membran wurde

mit TBS-T auf einer Laborwippe inkubiert.

Zur Verhinderung unspezifischer Antikdrperbindung wahrend des immunologischen
Proteinnachweises wurde die Nitrocellulosemembran 1 h auf der Laborwippe in
Blocklésung inkubiert und danach drei Mal 5-10 min in TBS-T gewaschen. Der
Primarantikérper wurde in TBS mit 1 % (w/v) BSA und 0,2 % (w/v) NaN3 bis zur
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gewunschten Konzentration verdinnt und konnte so mehrere Wochen aufbewahrt
werden. Nun wurde die Membran mindestens 1h mit dem verdinnten
Primarantikdper inkubiert und anschlielend erneut drei Mal 5-10 min mit TBS-T
gewaschen. Nachdem die Nitrocellulosemembran 1h mit dem Meerrettich-
Peroxidase gekoppelten Sekundarantikérper (in Blocklésung verdinnt) inkubiert

worden war, wurde zwei Mal 10 min mit TBS-T und ein Mal mit TBS gewaschen.

Mit dem AceGlow Cheminlumineszenzsubstrat konnten Protein Signale mittels
Western-Blot Dokumentationssystem von Intas detektiert und digital aufgenommen
werden. Die Aufnahme und Bearbeitung der Immunoblots erfolgte mit der
ChemoStar Imager Software (Intas, Gottingen). Nitrocellulosemembranen konnten

nach mehreren Waschschritten in TBS-T getrocknet und aufbewahrt werden.

Blotpuffer
25 mM Tris
50 mM Glycin
10 % (v/v) Methanol
In ddH,0.
Blocklésung

5 % (w/v) Milchpulver
1 % (w/v) BSA

In TBS.

Ponceau-Ldsung

0,2 % (v/v) Ponceau S
3 % (v/v) Trichloressigsaure

In ddH0.

TBS 50 mM Tris/HCI pH 7,4
0,9 % (w/v) NaCl
In ddH20.

TBS-T 1 % (v/iv) Tween20 in TBS

4.9.4 Verwendete Antikorper

Wahrend der verwendete Sekundarantikdper kommerziell erhaltlich ist, mussten die
VPS-Primarantikérper durch Immunisierung von Kaninchen mit den gewonnenen
Antigenen hergestellt werden. Hierfir wurde die Firma Eurogentec (Belgien)

beauftragt.
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Primarantikorper

Polyklonaler Antikdrper gegen das green fluorescent protein (GFP) aus Aequorea

victoria; aus Kaninchen, eingesetzte Verdlinnung 1:2500, (Tse et al., 2004).

VPS28, polyklonal aus Kaninchen, Verdinnung 1:2000
VPS22, polyklonal aus Kaninchen, Verdinnung 1:1000-1:2000

VPS2, polyklonal aus Kaninchen, Verdinnung 1:2000

Sekundarantikorper

Meerrettich Peroxidase konjugierter polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen IgG,
aus Ziege, Verdinnung 1:10000 — 1:15000; Sigma-Aldrich (USA).

4.10 Immunologische Untersuchung von Pflanzenzellen

4.10.1 BY2 Immunmarkierung nach Paraformaldehyd-Fixierung

Drei Tage alte BY2-Tabaksuspensionskulturen wurden verwendet um mittels
Antikdrper—Antigen Bindung endogene Lokalisierungsstudien durchzufihren. Um
die so erhaltenen Signale in rdumliche Relation setzen zu kénnen wurden neben
wildtypischen auch stabil transformierte Zelllinien benutzt. Nach Fixierung durch
Inkubation in 1,5 % (w/v) Paraformaldehyd U.N. bei 4 °C wurden die Zellen durch
dreimaliges Waschen mit PBS auf eine mindestens 2 h Inkubation mit 0,1 % (w/v)
NaBH, vorbereitet. Hierbei wird die Zellwand permeabilisiert und durch Reduktion
von Aldehydgruppen eine Ubermalig starke Autofluoreszenz verhindert. Nach
erneutem Waschen wurden die Zellwand der Suspensionskulturen mit Hilfe von
0,1 % (w/v) Pectolyase Y23/1 und 1% (w/v) Cellulase enzymatisch verdaut.
Mehrmaliges Waschen mit TBS und Blockierung freier Bindungsstellen durch

halbstiindige Inkubation mit Blockldsung folgten anschlie3end.

Fir die Immunreaktion wurden die Zellen mit 1:50-1:250 verdinnten
Primarantikorper U.N. inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde mit dem
Sekundarantikérper fir 3 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem finalen Waschen

konnten die markierten Zellen mikroskopisch analysiert werden.

PBS

2 g KH2PO4
22,5 g Na,HPO42H,0
87 g NaCl

pH 7,4 einstellen und mit ddH,O auf 1 | auffillen.



Material und Methoden 97

Blocklésung
5 % (w/v) Milchpulver
1 % (w/v) BSA
In PBS.

Paraformaldehyd, NaBH, sowie Pectolyase Y23/1 und Cellulase wurden in TBS bis
zum Erreichen der Endkonzentration verdiinnt. Mit Paraformaldehyd fixierte Zellen
sind bei 4 °C etwa eine Woche lagerbar.

4.10.2 BY2 Immunmarkierung nach Glutaraldehyd-Fixierung

Drei Tage alte Tabak-Suspensionskulturen wurden flir 15 min bei RT mit 1 % (w/v)
Glutaraldehyd fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit MS-Nahrmedium (siehe 4.3.3)
wurden die Zellwande mittels einstundiger Inkubation in 0,1 % (w/v) Pectinase und
1 % (w/v) Cellulase bei 28 °C enzymatisch aufgeschlossen. Durch U.N. Inkubation
mit 0,1 % (w/v) NaBH, wurde die starke Autofluoreszenz, verursacht durch
Glutaraldehyd, maximal reduziert. Mehrmaliges Waschen mit MS-Medium und die
Blockierung freier Bindungsstellen durch halbstiindige Inkubation mit Blocklésung 1
folgten. Nun wurde der Uberstand verworfen und zweimal mit Blocklésung 2
gewaschen, bevor der im gleichen Medium verdinnte Antikdrper zur Inkubation
dazugegeben wurde. Die Immunreaktion wurde mit dem 1:50-1:250 verdinnten
Primarantikdrper Uber Nacht durchgefihrt. Im Anschluss folgte dreimaliges
Waschen und eine anschlielfende halbstindige Inkubation mit Blocklosung 2. Die
Zellen wurden nun 1 h mit dem etwa 1:200 verdinnten Sekundarantikdrper inkubiert

und nach erneutem Waschen mit Blockldsung 2 am CLSM analysiert.

Blocklésung 1

1 % (w/v) BSA

In PBS. Steril filtriert. Lagerung bei 4°C.
Blocklésung 2

0,25 %

0,25 %

0,05 %
0,02 %

w/v) BSA

w/v) Gelatine

v/v) NP-40 (IGEPAL CA-630)
w/v) Natriumazid (NaN3)

—~ o~~~

In PBS. Steril filtriert. Lagerung bei 4 °C.

Mit Glutaraldehyd fixierte Zellen sind bei 4 °C etwa eine Woche lagerbar.
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4.10.3 Verwendete Antikorper

Primarantikorper

VPS28, polyklonal aus Kaninchen, Verdinnung 1:200
VPS22, polyklonal aus Kaninchen, Verdinnung 1:50-1:200

VPS2, polyklonal aus Kaninchen, Verdiinnung 1:100-1:250

Sekundarantikorper

Alexa-Fluor™ 405 gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen, aus Ziege,
Invitrogen, (Karlsruhe), Verdinnung 1:100 -1:200

Alexa-Fluor™ 546 gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen, aus Ziege,
Invitrogen, (Karlsruhe), Verdinnung 1:100 -1:200

Alexa-Fluor™ 568 gekoppelter polyklonaler Antikérper gegen Kaninchen, aus Ziege,
Invitrogen, (USA), Verdinnung 1:100 -1:200

4.11 Digitale Bildbearbeitung und Fotografie

Die Zusammenstellung aller Bildtafeln, sowie alle gezeigten Modelle wurden mit
dem Programm Corel Draw 11 (Corel Corporation) angefertigt. Digitalen
Modifizierungen (z.B. Helligkeit und Kontrast) wurden mit dem gleichen Programm,
bzw. mit dem Programm Gimp (GPL) durchgeflhrt. Tabakpflanzen und Arabidopsis
Pflanzen wurden mit einer Nikon Digitalkamera und gréRtmdglicher Auflésung
aufgenommen.  Agarosegele wurden mit dem  Dokumentationssystem

BioDocAnalyze (Biometra) auf einem UV-Transilluminator fotografiert.

4.12 Mikroskopie

4.12.1 Konfokalmikroskopie

Die fixierten BY2-Zellen zur Immunfluoreszenz—Untersuchung wurden auf einen
Objekttrager pipettiert und konnten nach Auflegen eines Deckglases untersucht
werden. Transformierte Tabakprotoplasten (siehe 4.8.2) wurden 5 min bei 100 gmax
im ausschwingenden Rotor zentrifugiert und anschlieBend durch Absaugen des
Mediums, auf ca. 2* 10° Zellen pro ml konzentriert. Maximal 150 pl der Suspension
wurden auf einen Objekttrager gegeben der zuvor, durch Abkleben eines 15x10 mm
grolRen Rechteckes mit Klebeband als Abstandshalter zum Schutz der Protoplasten,

prapariert worden war.
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Protoplasten bzw. BY2-Zellen fur Immunfluoreszenz-Untersuchungen wurden mit
Hilfe einer Fluoreszenzlampe nach Transformanten durchsucht und die Aufnahmen
anschliefend mit Lasern verschiedener Wellenldngen (siehe Tabelle 4.4) mit
Bedingungen gemal der zu untersuchenden Molekiile angefertigt. Dazu wurde ein
Lamba-Scan uber das gesamte Spektrum des sichtbaren Lichtes von 400-750 nm
durchgefiihrt und so der optimale Fluoreszenzbereich fiir die jeweiligen Proteine

bestimmt.

Tabelle 4.4: CLSM Bedingungen fiir verschiedene fluoreszierende Proteine

Laser Anregungs- Emissions- Metadetektor
wellenldnge [nm] | maxima [nm] | (Emission) [nm]

GFP Argon 488 507 496 — 518
YFP Argon 514 529 529 — 550
RFP Helium/Neon 543 603 593 - 636
Alexa-Fluor® 488 | Argon 488 520 496 - 529
Alexa-Fluor® 546 | Helium/Neon 546 572 561 - 614
Alexa-Fluor® 568 | Argon 568 603 593 - 636

Es wurden der Anregungswellenlange entsprechende Hauptfarbteiler (HFT) benutzt.
Fur Koexpressionsstudien wurde der kombinierte HFT 488/543 fir GFP/RFP oder
GFP/YFP genutzt. Fluorophore wurden abwechselnd mit dem multi-tracking Modus
des Mikroskops angeregt. Die Pinholes wurden mit einer Airy Unit fur jede
Wellenlange angepasst (102 ym, 108 ym, 115 ym, 121 pm, 131 um, 138 um). Die
Leistung der Laser wurde bei allen Proben eines Experiments auf gleichem Niveau
belassen.

Fir Aufnahmen von Protoplasten aus N. tabacum sowie Aufnahmen der
Immunfluoreszenz von BY2-Zellen wurde ein C-apochromatische 63/1,2 Wasser
korrigiertes Objektiv benutzt. Flir die Behandlung mit Wortmannin wurden Proben
1h vor der Analyse mit 10-30 yM WM (gelést in DMSO) inkubiert. Fur die
statistischen Erhebungen zur Kolokalisierung wurden transiente
Genexpressionsstudien als Blindexperiment durchgefihrt und pro Versuchsansatz
immer n>15 Zellen untersucht. Die Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung. Zur digitalen Nachbearbeitung der Bildaufnahmen wurden die
Programme Zeiss LSM Image Browser (Zeiss) sowie CorelDraw 11 (Corel

Corporation) verwendet.



Material und Methoden 100

4.12.2 Verwendete Markerproteine- und Linien

Plasmide

YFP-SYP61 (Uemura et al., 2004)
GFP-BP80 (daSilva et al., 2005)
Man1-GFP (Nebenfuhr et al., 1999)
Man1-RFP (Nebenfuhr et al., 1999)
ARAB-mRFP (Ueda et al., 2004)
mRFP-ARA7 (Ueda et al., 2004)
mRFP-VSR2 (Miao et al., 2006)
aleurain-GFP (Humair et al., 2001)
GFP-sporamin (daSilva et al., 2005)

Stabil transformierte BY2-Zellen

GFP-BP80 (Tse et al., 2004)
GONST1-YFP (Tse et al., 2004)

4.12.3 Elektronenmikroskopie

Zur Immunmarkierung wurden die Wurzelspitzen finf Tage alter Arabidopsis
Keimlinge abgetrennt und auf Tragerplattchen Uberfihrt. Nun wurden die Spitzen
erst mit einer Hochdruckgefrieranlage gefroren und anschlieend mittels einer
Gefriersubstitutionseinheit das Wasser durch trockenes Aceton mit 0,1 % (v/v)
Uranylacatat zur Kontrastgebung biologischer Membranen ersetzt. Dieser Prozess
dauert etwa drei Tage und ist von einer schrittweisen Anhebung der Temperatur von
-85 °C auf -35 °C begleitet. Dann wurden die Zellen mit dem Harz Lowicryl HM20
infiltriert und eingebettet. Nach 48 h Polymerisierung bei RT unter UV-Licht konnten
Ultradinnschnitte hergestellt werden. Diese wurden nun mit den entsprechenden
Primarantikérpern im Verhaltnis 1:25-1:200 inkubiert. Nach Waschen mit TBS und
1 % (w/v) BSA erfolgte die Inkubation mit dem goldgekoppelten Sekundarantikorper
(1:50) bevor die Ultradinnschnitte nach erneutem Waschen durch wassrige
Uranylacetat bzw. Bleicitrat-Lésung abschliefend nachkontrastiert wurden. Die
elektronenmikroskopische Analyse der Ultrastruktur von Zellen erfolgte an einem
Phillips CM10 TEM bei 80 kV oder dem JEOL JEM1400 TEM bei ebenfalls 80 kV.
Aufnahmen wurden mit der TVIPS Digitalkamera FastScan F214 angefertigt.
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4.13 Datenbanken sowie Sequenzvergleich— und Analyse

Die Sequenzen aller zu untersuchenden pflanzlichen Proteine wurden anhand der
Arabidopsis Datenbank The Arabidopsis Information Resource — TAIR
(www.arabidopsis.org) und der Datenbank fur Membranproteine der Universitat zu
Kéin - Aramemnon (http://aramemnon.botanik.uni-koeln.de/) ermittelt. Fir
organismenubergreifende Datenbankrecherchen wurde die Homepage National
Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) genutzt.
Sequenzabgleiche wurden mit dem Programm Blast (Altschul et al., 1990)
durchgefihrt  (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Alle Sequenzvergleiche,
sowohl auf Nukleotidebene als auch Proteinebene, wurden mit dem Programm

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ausgefihrt.
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6 Symbole und Abklirzungen
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Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
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clathrin-coated vesicles
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confocal laser scanning microscope
Hullprotein (coat protein)
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Desoxynukleosidtriphosphat
1-4-Dithiothreitol
Deubiquitinierendes Enzym
dense vesicle
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early endosome, frihes Endosom
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E.coli
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ESCRT
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SNARE
SRP
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TEMED
TGN
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TMD
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w/v
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Proteinspeichervakuole
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recycling endosome, Recycling Endosom
rot fluoreszierendes Protein
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Rho-related GTPase from plants
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ultraviolett

Uber Nacht

Volt
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vakuolarer Sortierungsrezeptor
Volumen zu Volumen

weight per volume, Gewicht zu Volumen
Wildtyp

gelb (yellow) fluoreszierendes Protein
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Die Symbole A, T, G und C stehen fiir die Basen der DNA:

A | Adenin
T Thymin
G | Guanin
C | Cytosin

Symbole fiir Aminosauren (single-letter code):

A Alanin M | Methionin
C Cystein N | Asparagin
D Asparaginsaure P Prolin

E Glutaminsaure Q | Glutamin
F Phenylalanin R | Arginin

G Glycin S Serin

H Histidin T Threonin

I Isoleucin V | Valin

K Lysin W | Tryptophan
L Leucin Y Tyrosin




