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Zusammenfassung

Rezeptoren saurer Hydrolasen, die fur das Lysosom in Saugerzellen oder die
Vakuole in Hefen bestimmt sind, zyklieren zwischen dem Golgi-Apparat und
dem pravakuolaren Kompartiment (PVC). |hr Ricktransport vom pravakuolaren
Kompartiment zum Golgi-Apparat geschient mit Hilfe eines pentameren
Proteinkomplexes, dem sogenannten Retromer. Dieser Komplex wird an die
Membran des PVC rekrutiert und bindet die Hydrolase-Rezeptoren. Der
Retromerkomplex besteht aus zwei Subkomplexen, einem gro3en aus Vps35,
Vps26 und Vps29 und einem kleinen aus Vps5 und Vps17 (vps fur vacuolar
protein sorting). Wahrend der groRere vermutlich die Frachtauswahl bedingt, ist
der kleinere mdglicherweise flr die Vesikelbildung verantwortlich (Seaman et
al., 1998). Seit der ersten Arbeit zu Vps35 aus Hefe (Paravicini et al., 1992)
gelang es verschiedenen Arbeitsgruppen weitere strukturelle Bestandteile des
Retromerkomplexes in Hefe und Saugern zu identifizieren und den
retromervermittelten Transport vakuolarer bzw. lysosomaler Sortierungs-
rezeptoren auch funktionell zu charakterisieren (Haft et al., 2000; Seaman et al.,
1998; Seaman, 2004; Arighi et al., 2004). In Pflanzenzellen hingegen lagen
keinerlei dementsprechende Informationen zur Existenz oder Funktion eines
retromervermittelten Transports vor.

In der vorliegenden Arbeit wurden zunachst die Gene der den Hefen und
Saugern homologen Retromerproteine AtVps35, AtVps26, AtVps29 und AtVps5
aus Arabidopsis identifiziert und aus cDNA isoliert. Die Proteine des grolen
Retromersubkomplexes wurden rekombinant exprimiert und Antikdrper gegen
deren GST-Fusionsproteine hergestellt. Mit Hilfe dieser Antikérper konnten in
Pflanzenzellen AtVps35, AtVps26 und AtVps29 sowohl cytosolisch wie auch
membrangebunden nachgewiesen werden.

Des weiteren gelang es die Anwesenheit eines moglichen Retromerkomplexes
in Salzextrakten von Arabidopsismikrosomen nachzuweisen und seine Grole
durch Gelffiltration zu bestimmen. Dieser Komplex koequilibrierte im

Saccharosedichtegradienten mit Membranen des PVC und mit Membranen aus
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hochdichten Fraktionen. Immunogoldmarkierung dieser Membranen aus den
hochdichten Fraktionen mit Retromerantikbrpern zeigte Markierungen von
90 nm groRRen proteinbeschichteten Mikrovesikeln bei denen es sich
mdglicherweise um retromerbeschichtete Vesikel handelt.
CLSM-Immunfluoreszenzmikroskopie an Tabak-BY-2 Zellen zeigte ein hohes
MalRl an Kolokalisation der Retromermarkierungen mit denen der PVC-Marker
AtPep12 und VSRa.1. Die Anwesenheit der pflanzlichen Retromerproteine an
der Oberflache der multivesikularen Korper (MVBs') konnte zusétzlich an
hochdruckgefrorenen und anschlieBend gefriersubstituierten BY-2 Zellen
elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden. Die Behandlung der
BY-2 Zellen mit Wortmannin fuhrte zu einem Anschwellen des PVCs und einer
Trennung der vormals kolokalisierten Vps35- und VSR-Signale.

Durch Immunprazipitation konnte eine Interaktion von AtVps35 mit dem
vakuolaren Sortierungsrezeptor VSRai.1 nachgewiesen werden. Alle diese
Daten lassen auf eine Beteiligung der retromerbeschichteten Vesikel am
retrograden Proteintransport vom PVC zum Golgi-Apparat schlieBen. Damit
stutzt diese Arbeit die Hypothese, dass der Rucktransport von vakuolaren
Sortierungsrezeptoren aus dem PVC nicht nur selektiv sondern auch
retromervermittelt geschieht. Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen somit
ferner die Auffassung, dass die Transportmaschinerie zum lytischen
Kompartiment und das Rezeptorrecycling zwischen den endosomalen oder
pravakuolaren Kompartimenten und dem trans-Golgi-Netzwerk (TGN)
grundsatzlich bei allen Eukaryoten, also auch den Pflanzen, hochkonserviert ist.

' MVB von multivesicular bodies, ,multivesikulére Korper*
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Summary

Receptors of acid hydrolases destined for the vacuole in yeast and the
lysosome in mammalian cells cycle between the Golgi and the prevacuolar
compartment. Their retrograde transport from the prevacuolar compartment
occurs with the help of a pentameric protein complex, the so-called retromer.
This complex is recruited at the membrane of the PVC and binds the receptors.
The retromer complex has two subunits, a larger one consisting of Vps35,
Vps29, Vps26 and a smaller one with Vps17 and Vps5. While the large subunit
selects cargo, the small one may drive vesicle budding (Seaman et al., 1998).
After the first results on Vps35 had been been obtained on yeast (Paravicini et
al., 1992), several groups succeeded in identifying further components of the
retromer complex in yeast and mammals and also characterised retromer-
mediated transport of vacuolar or lysosomal sorting receptors (Haft et al., 2000;
Seaman et al., 1998; Seaman, 2004; Arighi et al., 2004). At the outset of this
work there was no information available on the existence or function of a
retromer-mediated transport in plant cells.

In the present dissertation Arabidopsis homologues to the retromer proteins
AtVps35, AtVps26, AtVps29 and AtVps5 from yeast and mammals were
identified and their genes isolated from cDNA. The proteins constituting the
larger subunit of retromer were expressed recombinantly and antibodies
prepared against each of the respective GST-fusion proteins. With these
antibodies the existence of AtVps35, AtVps26 and AtVps29 in plant cells were
demonstrated both in soluble and membrane bound forms.

With these antibodies it was possible to demonstrate the presence of a
retromer-like protein complex in salt-extracts prepared from Arabidopsis
microsomes and to determine its size by gel filtration. This complex
coequilibrates in a sucrose density gradient with prevacuolar and with high-
density sedimenting membranes. Immunogold negative staining of the latter
showed positive labelling of 90-nm-diameter coated microvesicles that are
possibly retromer-coated vesicles.

Confocal laser scanning immunofluorescence microscopy performed on

tobacco BY 2 cells revealed high degrees of colabelling between all retromer
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antibodies and the PVC-markers PEP12 and VSRaw1. The presence of plant
retromer at the surface of MVBs was demonstrated in the electron microscope
by immunogold labeling of sections obtained from high-pressure frozen and
freeze-substituted BY 2 cells. Treatment of BY-2 cells with wortmannin led to
swelling of the PVC and a separation of the VPS35 and VSR signals.

By immunoprecipitation, an interaction of AtVps35 with the vacuolar sorting
receptor VSRat1 was detected. It was therefore possible to infer from this
experiment that retromer-coated vesicles are involved in retrograde protein
trafficking from the PVC to the Golgi. This supports the notion that retrograde
transport of vacuolar sorting receptors from the PVC is both selective and
retromer-mediated. The results of this work therefore support the concept that
the transport machinery to the lytic compartment and the recycling of receptors
between endosomal or prevacuolar compartments and the TGN is well
conserved among eukaryotes.



1 Einleitung

Eukaryotische Zellen sind im Unterschied zu Bakterienzellen in viele
membranumschlossene und funktionell unterscheidbare Kompartimente
unterteilt. Die Separierung in getrennte Reaktionsrdume macht diese
voneinander unabhangig und ermoglicht der Zelle sich verschiedenen
Umgebungen anzupassen. Die Ausbildung von separierten Organellen bedingt
aber auch ein komplexeres Kommunikations- und Transportsystem zwischen
den Reaktionszentren innerhalb der Zelle.

Nur ein Verstandnis des Transports zwischen den einzelnen Kompartimenten,
deren Aufbau und Struktur sowie der Vorgange innerhalb der Kompartimente
lasst auch die eukaryotische Zelle in ihrer Gesamtheit und damit den

eukaryotischen Organismus besser verstehen.

1.1 Der Sekretorische Weg

Die komplexen Funktionen der eukaryotischen Zelle konnen nur durch
kontinuierlichen  Transport von Proteinen zwischen den einzelnen
Kompartimenten aufrecht erhalten werden. Dabei sind samtliche
Kompartimente aulier Zellkern, Peroxisomen, Mitochondrien und Plastiden in
einem dynamischen Gleichgewicht der Aufnahme und Abgabe von Membranen
miteinander verbunden. Neben einer Vielzahl von Proteinen werden auch Lipide
und kleinere Molekile wie z.B. Hormone oder Neurotransmitter zwischen den
verschiedenen Kompartimenten und dem Extrazellularraum hin- und
hertransportiert. Bild 1-1 A gibt einen Uberblick Uber die verbundenen
Kompartimente, sowie ihre topologische Beziehung zueinander. Der
sekretorische Weg umfasst dabei alle vom endoplasmatischen Retikulum (ER)
nach aullen gerichteten Transporte zur Plasmamembran oder zu den
Lysosomen. Er kann untereilt werden in einen fruhen sekretorischen Weg vom
ER bis zum Golgi-Apparat und einen spaten sekretorischen Weg ab dem Golgi-

Apparat.
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Bild 1-1: A: Proteine werden entweder durch gerichteten Transport (rot), durch Transmembrantransport
(blau) oder durch vesikuldren Transport (grin) intrazelluldr beférdert. Jede dieser
Transportformen wird durch Sortiersignale gesteuert. Der gerichtete und der vesikulare
Transport findet zwischen topologisch aquivalenten Kompartimenten statt, wahrend beim
Transmembrantransport Proteine in topologisch andersartige Kompartimente transferiert
werden. B: Der Proteintransport des biosynthetisch-sekretorischen Wegs (rote Pfeile) und
des endozytotischen Wegs (grilne Pfeile) im Uberblick. Blaue Pfeile markieren
Rucktransportwege durch die Moleklle zur Wiederverwendung an ihren Ursprungsort
zurucktransportiert werden. Nur der sich im Gleichgewicht befindende Transport zwischen
endozytotischem und sekretorischem Weg in anterograder wie retrograder Richtung kann zu
einem Strukturerhalt des Endomembransystems und damit der Zelle flhren (Abbildung:
Alberts et al., 2003).

Proteine, die fur den sekretorischen Weg bestimmt sind, tragen ein 16-30
Aminosaurereste langes ER-Lokalisationssignal, das fur den Transport der
Ribosomen mit dem naszierenden Protein zur ER-Membran sorgt. Dort werden
die Proteine wahrend ihrer Synthese durch die Membran in das ER-Lumen
transloziert. Dieser Prozess wird als kotranslationaler Transport bezeichnet
1996).

Signalsequenz entfernt. Vom ER gelangen die Proteine je nach weiterer,

(Rapoport et al., Noch wahrend der Translokation wird die
spezifischer Signalsequenz in ihr individuelles Zielorganell, wie beispielsweise
Golgi-Apparat, Lysosom oder Vakuole oder aber sie verbleiben im ER
(Chrispeels, 1991; Gomord und Faye, 1996; Pelhalm, 1995). Tragen sie keine
weiteren Signale, werden sie grundsatzlich auf dem sog. ,default pathway“ zur
Plasmamembran transportiert und dort in den Extrazellularraum sekretiert
(Pfeffer und Rothman, 1987).

Auch wenn der Sekretorische Weg sehr viele Gemeinsamkeiten in allen

eukaryotischen Organismen besitzt, gibt es gerade bei Pflanzen einige
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Besonderheiten. Dazu zahlen unter anderem auch die Bildung einer Zellplatte
wahrend der Zellteilung, die Sekretion von Polysacchariden der Zellwand oder
auch das Vorhandensein spezieller Kompartimente wie z.B.
Proteinspeichervakuolen (Jiang et al., 2001). Daher sind Ergebnisse aus
Arbeiten an Hefe oder Saugerzellen nicht direkt auf die entsprechenden
Vorgange bei Pflanzenproteinen uUbertragbar und genaue Vorhersagen uUber
Transportmechanismen in Pflanzen schwierig (Bassham und Raikhel, 2000).

Alle vorwarts (anterograd) und rickwarts (retrograd) gerichteten Transporte
bilden ein System, das in einem dynamischen Gleichgewicht steht (siehe Bild
1-1 B). Die Storung eines einzelnen Transportweges fuhrt unmittelbar zur

Stérung des Gesamtsystems.

1.1.1 Friher Sekretorischer Weg (ER-Golgi)

Der Sekretorische Weg beginnt mit dem Eintritt der Proteine in das ER. Nach
der Translokation wird das neusynthetisierte Protein im Lumen des ER durch
die Bildung inter- und intramolekularer Disulfidbricken, sowie Glykosylierungen
modifiziert und mit Hilfe von Chaperonen wie BiP, Calreticulin und Calnexin
gefaltet. Der Weitertransport zum Golgi-Apparat wird durch COPIl-beschichtete?
Vesikel vermittelt. Diese werden am ER gebildet und die entsprechenden
Frachtproteine inkorporiert. Jedoch durfen nicht alle sekretorischen Proteine,
die sich im Endomembransystem befinden das ER verlassen. Da zur Sekretion
kein spezifisches ER-Exportsignal nétig ist (Chrispeels, 1991), wurde die ,bulk
flow“-Theorie postuliert. Danach werden alle Proteine, die kein spezifisches
Sortiersignal tragen, in den Extrazellularraum sekretiert. Proteine, die in der
Zelle verbleiben und damit von diesem Hauptstrom (,bulk-flow) abzweigen,
mussen ein entsprechendes Signal tragen (Pfeffer und Rothman, 1987).
Folgerichtig missen Proteine, die im ER verbleiben, aktiv zurlckgehalten
werden. Dies geschieht entweder durch fortwahrenden, selektiven
Rucktransport aus dem Golgi-Apparat oder aber durch Verhindern des
Transports der Proteine dorthin. Die ,bulk flow“-Hypothese wird durch die

Identifikation von ER-Retentionssignalen an ER-residenten Proteinen gestutzt.

2 COP von Coat Protein = Hiill- oder Beschichtungsprotein
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So wurde beispielsweise gezeigt, dass eine HDEL-Sequenz® am C-Terminus
des Chaperons BiP dessen ER-Retention bewirkt. Weitere Arbeiten konnten
zeigen, dass die HDEL-Sequenz und die verwandte KDEL-Sequenz bei Hefen,
Saugern und Pflanzen als generelle ER-Retentionssignale dienen. ER-
ansassige Membranproteine besitzen ein Dilysin-Motiv (KKXX oder KXKXX) mit
derselben Wirkung. Der entsprechende retrograde Transport zum ER wird von
COPI-Vesikeln vermittelt. Fur den unterschiedlichen Aufbau der jeweiligen
Transportvesikel, sowie fur Einzelheiten des ER-Golgi-Transports sei auf die
Ubersichtsliteratur verwiesen (Kirchhausen, 2000; Barlowe, 2000; Barlowe,
2003).

1.1.2 Allgemeine Prinzipien des vesikularen Transports

Am vesikularen Transport sind verschiedene Vesikel beteiligt, die alle auf ihrer
cytosolischen Seite mit einer charakteristischen Proteinhille beschichtet sind.
Wahrend COPI- und COPII-Vesikel zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat
verkehren, sind Clathrin beschichtete Vesikel* auf zwei verschiedenen Routen
in rezeptorvermittelten Prozessen anzutreffen, einmal von der Plasmamembran
in Richtung Frihes Endosom und einmal vom Golgi-Apparat zum Spaten
Endosom (Kirchhausen, 2000).

All diese vesikelvermittelten Transporte haben dabei die folgenden drei Schritte
gemeinsam: Im ersten Schritt werden die Frachtmolekule angereichert, die
Hullproteine assemblieren sich und das Transportvesikel schnirt sich von der
Donormembran ab. Im zweiten Schritt kommt es zur Dissoziation der
Proteinhulle mit darauf folgender Anlagerung an die Akzeptormembran. Im
dritten Schritt fusioniert das Transportvesikel mit dieser (siehe schematische
Darstellung in Bild 1-2 A). Die allgemeinen Prinzipien des vesikularen
Transports sollen am Beispiel der CCVs kurz erlautert werden. Diese sind unter
anderem am rezeptorvermittelten Transport vom Golgi-Apparat zum

pravakuolaren Kompartiment (PVC) beteiligt (siehe 1.2.2).

3 HDEL-Sequenz: HDEL steht fur das Tetrapeptid His-Asp-Glu-Leu, KDEL fir Lys-Asp-Glu-Leu
* CCVs, Clathrin coated Vesicles
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Bild 1-2: A: Der vesikulare Transport von proteinbeschichteten Transportvesikeln lasst sich in drei Phasen
einteilen. In der ersten Phase wird das Transportvesikels von der Donormembran
abgeschnirt und in der zweiten Phase in Richtung der Zielmembran transportiert. Nach der
Dissoziation seiner Proteinhllle kommt es schlieRlich in der dritten Phase nach der
Erkennung der korrekten Zielmembran zur Fusion mit derselben (Abbildung Alberts, 2003). B:
Die Bildung von CCVs. Die Aktivierung der Hillassemblierung erfolgt durch Rekrutierung der
GTPase ARF1 an die Membran. Das eine Ende des Adaptorproteins (AP) bindet an
Frachtmolekile, das andere an weitere Hillproteine einschlieRlich Clathrin. Die
Polymerisation der Clathrintriskelia fuhrt zur Bildung eines Kafigs aus regelmafigen Funf- und
Sechsecken, zur Deformation der Membran und letztendlich zur Abschnirung des fertigen
CCVs. Die Dissoziation der CCV-Proteinhiille wird Uber eine ATP-abhangige Reaktion von
Hsc70 und Auxilin von auferhalb der Vesikelhille gesteuert und fuhrt zur
Clathrindeassemblierung (Abbildung Kirchhausen, 2000).
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Die Proteinhulle der CCVs st hauptsachlich aus Clathrin und
Adaptorkomplexen aufgebaut. Die GTPase ARF aktiviert die Hullassemblierung
wodurch Clathrintriskelia ein Gitter bilden, das durch die Adaptorproteine mit
den zu transportierenden Rezeptoren verbunden wird (siehe Bild 1-2 B).
Bislang wurden 4 verschiedene AP-Komplexe identifiziert, AP-1 bis AP-4 (siehe
1.2.2; Holstein, 2002). Die weiterfuhrende Polymerisation von Clathrintriskelia
fuhrt zur Bildung eines Kafigs, zur Membrandeformation und schlieBlich zur
Abschnirung des fertigen CCVs. Die Dissoziation der CCV-Proteinhtlle an der
Zielmembran wird uber eine ATP-abhangige Reaktion von Hsc70 und Auxilin
von auflerhalb der Vesikelhulle gesteuert und fuhrt zur Clathrindeassemblierung
(Kirchhausen, 2000). Nach diesem Schritt missen die Vesikel noch mit ihrem
Zielkompartiment  verschmelzen. Dieser Vorgang bedarf wirksamer
Kontrollmechanismen um die Tranportspezifitdt zu gewahrleisten. Dabei sind
zwei Teilprozesse zu unterscheiden, zum einen die korrekte Zuordnung der
Transport- zu den richtigen Zielkompartimenten und des weiteren die
eigentliche Fusion. Beim ersterwdhnten Prozess sind neben SNARES® auch
Rab-Proteine und sogenannte Tethering-Faktoren beteiligt. Bei der Fusion der
Vesikel mit der Zielmembran hingegen nur die SNARE-Proteine. Fir einen
umfassenderen Uberblick sei auf die Ubersichtsartikel von Sanderfoot und
Raikhel (1999), Vernoud et al. (2003), Sztul und Lupashin (2006) sowie Jordens
et al. (2005) verwiesen.

Das gegenwartige Modell der Spezifitat der Vesikelfusion besagt, dass diese —
zumindest zum Teil- auf entsprechenden SNARE-Proteinen mit einer genau
definierten subzellularen Lokalisation beruht. Gemal der urspringlich
verwendeten Terminologie finden sich Vv-SNAREs hauptsachlich am
transportierten Vesikel, wahrend t-SNAREs vor allem mit der Zielmembran
verbunden sind (Sollner et al., 1993). Neben der Interaktion von v-SNAREs und
t-SNAREs ist die Hauptfunktion von SNAP und NSF deren Disassemblierung

und Regeneration.

® SNARE von SNAP receptors; SNAP: Soluble NSF Attachment Protein; NSF: N-Ethylmaleimid-
sensitiver Faktor
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Neben den SNAREs scheinen vor allem Zielfindungs-GTPasen, die sog. Rabs
eine entscheidende Rolle fur die Spezifitat zu spielen. Auf jeder cytosolischen
Oberflache ist an jedem Organell eine Rab-GTPase zu finden. Wie im Bild 1-3
zu sehen, unterstutzen sie den Beginn der v-SNARE/t-SNARE-Wechselwirkung
im Zusammenspiel mit membranstandigen Sec1p-Homologen. Dabei regulieren
sie die Geschwindigkeit der Fusion und ermoglichen auflerdem nochmals eine
Kontrolle der Spezifitdt (Sanderfoot und Raikhel, 1999). Sowohl SNAREs als
auch Rabs lassen sich durch ihre charakteristische Verteilung auf den
Zellmembranen sehr gut als Marker verwenden. So lokalisiert beispielsweise
das t-SNARE Pep12p aus Hefe spezifisch am PVC (Becherer et al., 1996)
ebenso wie sein Homolog in Arabidopsis (da Silva Conceigao et al., 1997).

- ] -_
ég =-ceq-dl-1- o-

by = l

11 01

= yv-SNARE [ Seclp-Homolog == -SNAP
= SNARE L., RabGTPase () NSF

Bild 1-3: Der SNARE-Mechanismus der Vesikelfusion. Das v-SNARE und mit der Vesikelmembran
assoziierte Rab-GTPasen erkennen das t-SNARE und das Secip-Homolog auf der
Zielmembran. Im Anschluss an das Andocken wird das Sec1p-Homologe verlagert und die
spezifische Protein-Proteinwechselwirkung zwischen v- und t-SNARE vermitteln die Vesikel-
fusion. SchlieRlich sorgen SNAP und NSF zusammen fir die Dissoziation des v-/t-SNARE-
Paares (Abbildung: Sanderfoot und Raikhel, 1999).

1.2 Proteinsortierung am Golgi-Apparat

1.2.1 Spater Sekretorischer Weg — vom TGN zur Plasmamembran

In Pflanzen teilen sich am Golgi-Apparat Transportwege zu verschiedenen
Vakuolen und zur Plasmamembran. Beim Transport vom Golgi-Apparat zur
Plasmamembran handelt es sich um den Standardweg (,default pathway") fur
zu sekretierende Proteine. Dies wurde u.a. in Experimenten mit einer
sekretierten Form von GFP (secGFP) gezeigt (Batoko et al., 2000). Wie
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allerdings Membranproteine zur Plasmamembran gelangen, ist im Detail nicht
bekannt. In Pflanzen konnten bis jetzt keine Transportvesikel zur
Plasmamembran eindeutig identifiziert werden. Allerdings wurden schon
verschiedene t-SNAREs, u.a. Homologe von SNAP25 und Syntaxin, an der
Plasmamembran in Pflanzen lokalisiert (Jirgens, 2004). Die Uberexpression
von NtSYR1, einem Homologen von Syntaxin aus Tabak, fuhrte beispielsweise
zur Anreicherung des secGFP im ER und Golgi und inhibierte dessen Sekretion
(Geelen et al. 2002).

Der sekretorische Standardweg fuhrt vom ER via dem Golgi-Apparat zur
Plasmamembran. Der gezielte Transport zur Vakuole bendtigt ein Aussortieren
vom Hauptstrom (,Bulk flow"), vermutlich am Golgi-Apparat (siehe 1.1.1 und
1.2.2). Die hierfur erforderlichen spezifischen Signalsequenzen unterscheiden
sich voneinander in Abhangigkeit vom jeweiligen Organismus (Hadlington und
Denecke, 2000).

1.2.2 Rezeptorvermittelter Transport vom Golgi-Apparat zum PVC und zur
lytischen Vakuole

Das gegenwartige Modell der rezeptorvermittelten Sortierung am TGN besagt,
dass l6sliche Proteine aufgrund vakuolarer Sortiersignale (vacuolar sorting
determinants, VSDs) die Vakuole erreichen. Diese Sortiersignale werden durch
integrale Transmembranrezeptorproteine erkannt (Neuhaus und Rogers, 1998).
Die Rezeptor-Liganden-Komplexe werden Uber Adaptorproteinkomplexe (AP-1)
in CCVs rekrutiert und zum pravakuolaren Kompartiment (PVC) transportiert.

Dieser Transportweg ist in Saugern (Ghosh et al., 2003; Doray et al., 2002;
Gruenberg and Stenmark, 2004) und Hefe (Wurmser und Emr, 1998; Deloche
et al., 2001; Costaguta et al., 2001) charakterisiert und wurde inzwischen auch
in Pflanzen nachgewiesen (Paris und Neuhaus, 2002; Jurgens, 2004; Tse et al.,
2004). Obwohl die verschiedenen CCVs evolutionar hoch konserviert sind, sind
die jeweiligen Rezeptorsequenzen in Pflanzen, Tieren und Hefen recht
unterschiedlich. ~ Gemeinsam sind ihnen aber die gleichartigen
Sortierungsmotive (Tyrosin und/oder Dileucin) in ihren cytoplasmatischen
Schwanzen zur Interaktion mit dem p-Adaptin des AP1-Adapterkomplexes

(siehe Bild 1-4). Dies wurde z.B. fur den Mannose-6-Phosphat- und den
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Sortilinrezeptor in Saugern (Bonifacino and Traub, 2003; Hassan et al., 2004),
den Vps10p-Rezeptor in Hefe (Dennes et al. 2002), wie auch die BP-80-artigen
vakuolaren Sortierungsrezeptoren (VSR) in Pflanzen (Happel et al., 2004)
gezeigt. Bild 1-4 fasst die wichtigsten Merkmale dieser Rezeptor-Liganden-
Wechselwirkung am TGN zusammen, sowie den Bezug zu den Hullproteinen
eines CCV.
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Bild 1-4: Modell der rezeptorvermittelten Sortierung in Pflanzen

Dargestellt sind madgliche Wechselwirkungen zwischen dem Rezeptor BP-80 und dem
Frachtprotein Proaleurain im TGN (siehe 1.4). A Bildung und Knospung eines Clathrin
beschichteten Vesikels (CCVs) am TGN. B Spezifische Proteinkomponenten und ihre
Interaktionen innerhalb eines CCVs. AP-1, Adaptorproteinkomplex AP-1; NPIR, vakuolares
Sortiersignal (VSD) von Proaleurain; YMPL, Tyrosinmotiv des cytoplasmatischen Schwanzes
von BP-80 (Abbildung: Lam et al., 2005).

1.3 Das pravakuoldare Kompartiment

Eukaryotische Zellen besitzen neben dem sekretorischen Pfad zwischen
verschiedenen Kompartimenten (s. 1.1) auch die Fahigkeit, eine Vielzahl von
Makromolekulen durch Endozytose zu internalisieren. Das PVC oder Spate
Endosom (late endosome) ist ein Organell an der Schnittstelle zwischen der
sekretorischen und der endozytischen Transportroute auf dem Weg zum
lytischen, respektive vakuolaren Kompartiment (Lysosom oder Vakuole).
Arbeiten an Sauger- und Hefezellen zeigten, dass es sich bei PVCs um
intermediare Organellen am biosynthetisch-sekretorischen Weg zur Vakuole
handelt. In ihnen laufen der sekretorische und der endozytotische Weg
zusammen. (Lemmon und Traub, 2000; Maxfield und McGraw, 2004). Durch
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den niedrigeren pH-Wert im PVC dissoziiert das Transportgut von seinem
Rezeptor. Die Rezeptoren sowie fehlsortierte Proteine werden darauf zum
Golgi-Apparat zurucktransportiert, um fur einen weiteren Transportvorgang zur
Verfugung zu stehen (Robinson et al., 2000).

Es gibt mehrere funktionell unterschiedliche endosomale Kompartimente.
Einige dieser Kompartimente besitzen charakteristische interne Vesikel von
denen sich die Bezeichnung ,multivesikulare Korper® (multivesicular bodies,
MVB) ableitet. Der Ursprung dieser Mikrovesikel scheint im Fruhen oder auch
Recycling-Endosom (early or recycling endosome) zu liegen (Parton et al.,
1992). lhre Zusammensetzung unterscheidet sich von der sie umgebenden
Membran (Griffiths et al., 1990; Kobayashi et al., 1998). lhre Bildung wird mit
der ,receptor down-regulation® (Rezeptor-Herrunterregelung, d.h. einem
Drosseln der Rezeptoraktivitat) in Verbindung gebracht (Katzmann et al., 2002).
Die Mikrovesikel und der I6sliche Inhalt der MVBs gelangen aller
Wahrscheinlichkeit nach durch direkte Fusion ins Innere des lytischen
Kompartiments (Luzio et al., 2000; Katzmann et al., 2002). Unter anderem
spielen dabei auch die sogenannten ESCRT-Proteine (ESCRT von endosomal
sorting complex required for transport) eine entscheidende Rolle (Hurley und
Emr; 2006).

Die hohe Komplexitat des vakuolaren Systems in Pflanzen sowie das Bestehen
mehrerer vakuolarer Transportrouten insbesondere zur Proteinspeichervakuole
erschweren die funktionelle und morphologische Charakterisierung des PVCs
(Jiang und Rogers, 1998; Bethke und Jones, 2000; siehe auch Bild 1-5). Die
pflanzliche lytische Vakuole wird als funktionelles Aquivalent zur Vakuole in
Hefezellen und zum Lysosom in Saugerzellen gesehen. Allerdings war lange
ungeklart, ob es sich beim pflanzlichen PVC ebenso um das Aquivalent zum

Endosom oder MVB in Sauger- oder Hefezellen handelt.
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Bild 1-5: Modell des endozytotischen und lysosomal sekretorischen Wegs in Pflanzen

Die Transportrouten zur lytischen Vakuole (LV) beginnen entweder am Golgi-Apparat oder der
Plasmamembran (PM). Sie werden durch clathrinbeschichtete Vesikel (CCVs) vermittelt und
sind denen in Sauger- und Hefezellen ahnlich (Jiang und Rogers, 2003). In Samen gelangen
die Speicherproteine entweder durch einen von sog. Dense Vesicles (elektronendichten
Vesikeln, siehe 1.4) vermittelten Transport via Golgi-Apparat zur Proteinspeichervakuole (PSV)
wie er in Erbsenkotolydonen beschrieben wurde (Robinson et al. 1998), oder via einer Golgi-
unabhangigen Route die von PAC-Vesikeln (Precursor Accumulating Vesicles) vermittelt wird
(beschrieben in Kirbissamen von Hara-Nishimura et al., 1998; DV = dense vesicles; Abbildung:
Lam et al., 2005)

1.3.1 Multivesikuldre Korper (MVBs) als lytisches PVC

Die Anwesenheit von Peroxidase und saurer Phosphatase in MVBs zeigt, dass
diese Organellen auf der biosynthetischen Route zur lytischen Vakuole liegen
(Record und Griffing, 1988). Typischerweise sind MVBs in Pflanzen geringfugig
kleiner als ein Dictyosom und besitzen an ihrer Oberflache osmiophile Plaques
(s. Bild 1-7A), eine Eigenschaft, die sie mit multivesikularen Endosomen in
Saugerzellen teilen (Raposo et al., 2001; van Dam und Stoorvogel, 2002). Auf
ein MVB kommen dabei im Allgemeinen ca. zwei Golgi-Apparate (Segui-
Simarro und Staehelin, 2006).
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Die Arbeit von Tse et al. (2004) legte nahe, dass MVBs identisch mit PVCs
sind, da beide durch Immunogoldmarkierungen von Tabak BY-2 Zellen mit
VSR-Antikdrpern markiert werden. Interessanterweise war die VSR-Markierung
eher auf die begrenzende Membran beschrankt als auf die internen Vesikel der
MVBs. Demnach sollte nur ein kleiner Anteil der VSRs, die zum PVC gelangen,
zur Degradation bestimmt sein.

Die Identitat von MVBs mit PVCs bestatigte sich durch die unterschiedlichen
und unterscheidbaren Effekte der Chemikalien BFA und Wortmannin in
Pflanzenzellen (siehe Bild 1-6 Mitte). Wahrend BFA bei niedrigen
Konzentrationen zu schnellen und dramatischen Veranderungen in der
Morphologie des Golgi-Apparates von BY-2 Zellen flhrt (Ritzenthaler et al.
2002), beeinflusst es nicht die MVBs.

YFP-BP80

wn
&
e
N
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=

Bild 1-6: Dynamik YFP-markierter PVCs in transgenen Tabak BY-2 Zellen

YFP-BP-80-markierte PVCs in transgenen Tabak BY-2 Zellen zeigen ein typisches punktiertes
Muster, das nicht durch Brefeldin A (BFA)-Behandlung bei 10ug/ml beeinflussbar ist, aber durch
eine 10ug/ml Wortmanninbehandlung die Bildung kleiner Vakuolen induziert werden kann (linke
Seite). GONST1-YFP-markierte Golgistapel zeigen ein ahnlich punktiertes Erscheinungsbild,
das nicht auf Wortmanninbehandlung reagierte, aber durch BFA-Behandlung die Bildung von
Aggregaten induzierbar war (rechte Seite). MaRstab = 50um; Abbildung: Lam et al., 2005.

Genau entgegengesetzt verursacht Wortmannin, ein Inhibitor der Phosphatidyl-
3-kinase (Vanhaesebroek et al., 1997), ein Anschwellen der MVBs (Bild
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1-6 unten und Bild 1-7 B; siehe auch Tse et al., 2004), die mit dem Verlust der
osmiophilen Plaques und einer Reduktion der internen Vesikel einhergehen.
Diese Veranderungen wurden auch an Multivesikularen Endosomen in
Saugerzellen beobachtet (Bright et al., 2001; Sachse et al., 2002).

Bild 1-7: Multivesikuldre Korper in BY-2 Zellen

A Morphologie multivesikularer Kérper in BY-2 Zellen unter Normalbedingungen; B Morphologie
multivesikularer Korper in wortmanninbehandelten BY-2 Zellen. Die MVBs erscheinen dabei im
letzteren Fall ausgedehnter und mit weniger internen Vesikeln; Maflstab = 500nm (Abbildung:
Lam et al., 2005).

1.3.2 Molekularer Aufbau des PVCs in Pflanzen
Zur Untersuchung der molekularen Zusammensetzung des Pflanzen-PVCs

wurde vor allem das vollstandig sequenzierte Arabidopsis Genom genutzt.
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AulBerdem nutzte man die Kenntnis der Funktion bestimmter Rab GTPasen und
SNARESs bei der Proteinsortierung und Vesikelfusion in Hefe (siehe 1.1.2). So
ist in Hefe das Syntaxin Pep12p spezifisch mit dem PVC/Endosom assoziiert
(Pelham, 1999). Dessen Ortholog aus Arabidopsis, AtPep12 (AtSYP22) kann
die Hefe pep12 Mutante funktionell komplementieren (Sanderfoot et al., 2000).
AtPep12 konnte mittels Immunogoldelektronenmikroskopie und subzellularer
Fraktionierung an Arabidopsis-Wurzelspitzenzellen in einem post-Golgi-
Kompartiment lokalisiert werden (Bassham et al. 1995; da Silva Conceigéo et
al. 1997). An Erbsen-Wurzelspitzenzellen und Tabak BY-2 Zellen durchgefihrte
konfokale Immunmarkierungsuntersuchungen unter Verwendung von VSR-
Antikdrpern zeigten eindeutig eine hohes Mal} an Kolokalisierung mit der anti-
AtPep12-Markierung, die von Golgimarkern deutlich separiert war (Li et al.,
2002; Tse et al., 2004). Interessanterweise kdnnen in Arabidopsis Zellen auch
bestimmte Endosomen fur den endozytischen Weg abgegrenzt werden: das
Frihe Endosom wird von den Proteinen Ara7, Rha1l und AtVam727 markiert,
wahrend das Spate Endosom/PVC durch die Anwesenheit von Ara6, AtSyp21
und AtSyp22 charakterisiert ist. Beide Kompartimente werden allerdings durch
FM4-64, einem fluoreszierenden Endozytosemarker, in Form
ununterscheidbarer punktierter Strukturen markiert (Ueda et al., 2004).
Mdglicherweise fuhrt kinftig auch eine proteomische Analyse isolierter PVCs
zur Identifizierung sowohl von I6slichen Frachtproteinen, wie auch von
membrangebundenen Rezeptorproteinen des PVCs (Mo et al., 2003; Tse et al.,
2004).

1.4 Der Rezeptor BP-80

BP-80 aus Erbsen (pisum sativum) ist der erstcharakterisierte vakuolare
Sortierungsrezeptor in Pflanzen. Das Protein wurde Uber ein synthetisches
Peptid mit dem vakuolaren Sortierungssignal (NPIR; vacuolar sorting
determinant, VSD) von Proaleurain, einer Hydrolase der pflanzlichen lytischen
Vakuole affinitatsgereinigt. NPIR ist eine sequenzspezifische vakuolare
Sortierungsdeterminante (ssVSD). Hierzu wurden CCVs aus Erbsen-
kotolydonen aufgereinigt und nach Detergenzsolubilisierung die gewonnenen
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CCV-Proteine zur Saule gegeben (Kirsch et al., 1996). Das bindende Protein
hatte eine molekulare Masse von 80 kDa und ist ein Typ| integrales
Membranprotein, das eine einzelne Transmembrandomane (TMD) enthalt,
sowie einen kurzen -cytoplasmatischen Schwanz (cytoplasmic tail, CT).
Inzwischen wurde erkannt, dass BP-80 zu einer eigenen Familie von Genen
gehort (Ahmed et al., 1997; Paris et al., 1997; Shimada et al., 1997).

Der kurze cytoplasmatische Schwanz von BP-80 und seinen Homologen enthalt
ein konserviertes Tyrosinmotiv, YMPL. Dieses bindet an ein am TGN
lokalisiertes Arabidopsis p-Adaptin und scheint eine Rolle beim CCV-
vermittelten Transport von Proteinen zu spielen (siehe 1.2.2 sowie Happel et
al., 2004).

1.4.1 Funktion des BP-80

Es wurden mehrere in vitro Bindungsexperimente durchgefuihrt, die die Funktion
und Bedeutung von BP-80 und seinen Homologen als pflanzliche vakuolare
Sortierungsrezeptoren zeigten. Zuerst wurde gezeigt, dass ein synthetisches
Peptid, SSSFADSNPIRPVTDRAASTYC, das das vakuolare Sortiersignal (VSD)
von Proaleurain enthalt, spezifisch und pH-abhangig mit BP-80 interagiert
(Kirsch et al., 1994). Die Wechselwirkung von BP-80 mit der Proaleurain-VSD
hat ein sehr schmales pH-Optimum zwischen pH 6,0 und 6,5. Bei einem pH-
Wert von 4,0 findet keinerlei Bindung mehr statt. Ein weiteres Experiment
bestatigte, dass BP-80 ebenso in der Lage ist, spezifisch an die VSDs von
Prosporamin zu binden, sowie an ein Peptid, das den C-Terminus des
Brasilnuss 2S Albumins darstellt (Kirsch et al., 1996). Bei Verwendung von
Arabidopsis Lysaten erhielt man ahnliche Ergebnisse wobei eine Bindung mit
Peptiden der nativen Proaleurain-Sequenz erzielt wurde. Alle diese Peptide
sind sequenzspezifische VSDs (ssVSDs). Neben diesen Sortierungs-
determinanten gibt es noch andere, die nicht homolog sind : sog. C-terminale
hydrophobe Sortierungsdeterminanten (ctVSD) und sog. proteinstruktur-
abhangige Sortierungsdeterminanten (psVSD) (Neuhaus und Matsuoka, 1999).
Die Bindung an ctVSDs und psVSDs ist in der Literatur umstritten (zur
Ubersicht siehe Robinson et al., 2005).
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Ein funktioneller Beweis, dass es sich bei BP-80 um einen vakuolaren
Sortierungsrezeptor handelt, wurde in vivo sowohl in Hefe (Humair et al., 2001)
als auch in Pflanzenzellen erbracht (daSilva et al., 2005). In der erstgenannten
Arbeit wurden Petunia-Aleurain-VSDs verwendet, um Signalpeptid-Aleurain-
VSD-GFP  Fusionskonstrukte  (sp-Aleu-GFP) herzustellen. Wenn in
Hefedeletionsmutanten des  vakuolaren  Sortierungsrezeptors  Vps10p
(AVps10p) dieses Konstrukt exprimiert wurde, kam es zur Sekretion des sp-
Aleu-GFP-Konstrukts. Wurde jedoch BP-80 und das sp-Aleu-GFP-Konstrukt in
den AVps10p-Hefezellen koexprimiert, leitete der Rezeptor das sp-Aleu-GFP-
Konstrukt zur Vakuole. Die Interaktion war spezifisch, da der Rezeptor andere
Fusionskonstrukte nicht zur Vakuole transportierte.

Ein gekurztes sp-GFP-BP-80-Konstrukt, das die BP-80 Transmembrandomane
bzw. den cytoplasmatischen Schwanz enthielt (Jiang und Rogers, 1998), wurde
zur Untersuchung der Rezeptor-Ligandenbindung in Pflanzenzellen verwendet
(daSilva et al., 2005). Bereits zuvor wurde gezeigt, dass dieses Konstrukt in
Tabak BY-2 Zellen im pravakuolaren Kompartiment (PVC) lokalisiert ist (Tse et
al., 2004). Die experimentelle Fragestellung war, ob das gekurzte sp-GFP-
BP-80-Konstrukt mit dem endogenen BP-80 konkurriert, wenn es transient in
Tabakprotoplasten exprimiert wird und dadurch eine Fehlsortierung der Fracht-
Proteine bedingt. Tatsachlich fuhrte die Koexpression des gekurzten sp-GFP-
BP-80-Konstrukt mit einem  vakuolar sortierten  NPIR-a-Amylase-
Fusionskonstrukt zur sonst nicht beobachteten Sekretion des letzteren in das
Kulturmedium (daSilva et al., 2005). Diese Ergebnisse zeigten, dass der
Transport eines vakuolaren Frachtproteins zur Zelloberflache durch kompetitive
Hemmung mit einem nicht-funktionellen, gektrzten BP-80 Rezeptor fehlgeleitet

werden kann.

1.4.2 Subzelluldre Lokalisierung von BP-80 und seinen Homologen

Ebenfalls in Erbsen-Kotolydonen wurde die Verteilung von BP-80 und
Speicherproteinen in isolierten Transportvesikeln bestimmt. Aufgereinigte CCVs
enthielten groRe Mengen von BP-80, aber nur geringe Mengen der

Erbsenspeicherproteine Vicilin und Legumin (Hohl et al., 1996). Im Gegensatz
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dazu waren die Speicherproteine in sogenannten ,dense vesicles®
(elektronendichten Vesikeln) angereichert, die wiederum wenig oder kein BP-80
enthielten (Hinz et al., 1999). Weitere Untersuchungen zur Analyse der
Proteinverteilung innerhalb des Golgi-Apparates unter Verwendung
quantitativer Immunogoldelektronenmikroskopie zeigten ebenfalls, dass BP-80
und Speicherproteine unterschiedlich lokalisiert sind (Hillmer et al., 2001). Die
Speicherproteine aggregierten im cis-Golgi, der mit anti-
Speicherproteinantikbrpern massiv. markiert war, wahrend der trans-
Golgibereich nur geringfugig markiert wurde. Ganz gegensatzlich stellte sich die
Verteilung von BP-80 dar. Dessen maximale Markierungsdichte war im Bereich
des trans-Golgi und nur geringfligig im cis-Golgi (Hillmer et al., 2001). Diese
Daten stutzten die Annahme, dass es sich bei BP-80 um einen
Sortierungsrezeptor handelt, der seine Ladung am TGN aufnimmt.

Untersuchungen zur Lokalisierung von BP-80 wurden ebenso an Zellen
durchgefuhrt, die keine Speicherproteine produzieren. Immunogoldelektronen-
mikroskopie und subzellulare Fraktionierungen zeigten, dass VSR-Proteine
nicht in der Vakuolenmembran lokalisiert sind (Ahmed et al., 1997; Paris et al.,
1997; Sanderfoot et al., 1998). BP-80 wurde am Golgi-Apparat und am PVC in
Wourzelspitzenzellen von Erbsen lokalisiert (Paris et al., 1997). AtELP, ein
BP-80 Homolog aus Arabidopsis, aquivalent zu VSRa.1 (Ahmed et al., 1997)
wurde ebenfalls am Golgi Apparat und einem moglichen PVC in Arabidopsis
Wurzelspitzenzellen lokalisiert. Das PVC zeigte dabei morphologisch
charakteristische Tubuli von ca. 100nm Durchmesser (Sanderfoot et al., 1998).
Diese tubularen Strukturen sind allerdings auch im Erscheinungsbild des TGN
zu finden (Robinson et al., 2000). Subzellulare Fraktionierung zeigte, dass
VSRAat-1 (AtELP) sowohl in Arabidopsis Wildtyp (Ahmed et al. 1997; Sanderfoot
et al. 1998) als auch in transgenen, den Golgimarker alpha-2,6-
Sialyltransferase aus Saugern exprimierenden Arabidopsis Pflanzen (Wee et al.
1998) mit den Golgimembranen kofraktioniert. Zusatzlich kofraktioniert AtELP
aus Arabidopsis Wurzelmembranen auf Saccharosedichtegradienten auch mit
dem PVC-SNARE AtPep12p (Sanderfoot et al. 1998). Zusammengenommen
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weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass VSR-Proteine in vegetativen Zellen
sowohl am Golgi-Apparat als auch an einem moglichen PVC lokalisiert sind.

Die relative Verteilung von Rezeptoren des BP-80-Typs in Tabak- und
Erbsenzellen wurde in neueren Immunfluoreszenzuntersuchungen bestimmt.
Die verwendeten Antikorper markierten jeweils spezifisch Proteine entweder
des Golgi-Apparats oder des PVCs (Li et al., 2002). Dabei wurden funf
verschiedene VSR-Antikorper in unterschiedlichen Kombinationen in
Doppelmarkierungsexperimenten an Erbsenwurzelspitzenzellen untersucht,
wobei alle kolokalisierten. Die Ergebnisse zeigten, dass VSR-markierte
Organellen grofltenteils getrennt von ER, Golgi-Apparat und vakuolaren
Kompartimenten sind. Die Markierung mit VSR-Antikdrpern kolokalisierte
groflitenteils mit der Markierung, die mit Pep12-Antikdrpern als PVC-SNARE-
Marker erhalten wurde. Letztere war wiederum grofdtenteils getrennt von
jeglicher Markierung durch Golgimarker. Folglich mussen VSR-Proteine unter
.Steady-state’-Bedingungen am PVC konzentriert sein (Li et al., 2002). Dies
wiederum bedeutet, dass vakuolare Sortierungsrezeptoren zur Abgabe ihrer
Fracht zum PVC gelangen und nur kurzfristig zum Golgi-Apparat recycelt

werden, um dort Ladung aufzunehmen.

1.5 Recycling vakuolarer Sortierungsrezeptoren vom PVC

Der Rucktransport von vakuolaren Sortierungsrezeptoren zum TGN flur eine
nachste Sortierungsrunde ist entscheidend, um den anterograden Transport
von Hydrolasen zum lytischen Kompartiment der Zelle aufrecht zu erhalten.
Somit ist er eine charakteristische Eigenschaft des PVCs. Obwohl der
Mannose-6-Phosphatrezeptor aus Saugern und der Vps10p-Rezeptor aus
Hefen nur eine geringe Ahnlichkeit in ihren Sequenzen besitzen, teilen sie beide
die Eigenschaft schnell zwischen dem TGN und dem pravakuolaren /
pralysosomalen Kompartiment zu zyklieren (Ghosh et al., 2003; Cooper und
Stevens, 1996). Wird der Rezeptor nicht korrekt zum TGN zurlcktransportiert,
fuhrt dies zu einem Mangel an Verfugbarkeit des Rezeptors am TGN und
folglich zu einem Zusammenbruch des anterograden Transports der

Hydrolasen. Interessanterweise ist im Vergleich zur Fulle an Informationen in
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Bezug auf die Sortierungsereignisse am TGN (siehe 1.2.2) sehr wenig Uber die
analogen Ereignisse des Recyclings, besonders in Saugerzellen, bekannt.
Obwohl bereits einige Proteine identifiziert werden konnten, sind ihre
molekularen Funktionen in diesem Prozess noch nicht eindeutig geklart. Die
Situation wird dadurch kompliziert, dass sowohl in Saugern (Mallet und
Maxfield, 1999) als auch in Hefen (Hettema et al. 2003) zwei unterschiedliche
Endosom-Golgi Ricktransportrouten identifiziert wurden.

Verschiedene cytosolische Proteine sind in das Recycling vom Endosom/PVC
zum TGN einbezogen, neben TIP47 vor allem Retromer. TIP47, das nur in
Saugerzellen vorkommt, bindet in vitro an die cytosolischen Schwanze sowohl
der grofRen (CI-) als auch der kleinen (CD-) Mannose-6-Phosphatrezeptoren
(Diaz und Pfeffer, 1998). Neuere Daten deuten allerdings darauf hin, dass
TIP47 in vivo stattdessen als Lipidtropfchen-bindendes Protein (lipid-droplet-
binding protein) agiert (Hickenbottom et al., 2004; Robenek et al., 2005).

Die ersten Hinweise zum Recycling des Vps10p in Hefe kamen aus
genetischen Screens bei denen fast 50 Proteine identifiziert wurden, die zum
korrekten Transport der Hydrolasen zur Vakuole notwendig sind. Mutationen in
jedem dieser vakuolaren Sortierungsproteine (VPS-Proteine von vacuolar
protein sorting proteins) fuhren zu Defekten im vakuolaren Proteintransport
(Bankaitis et al., 1986; Rothman und Stevens, 1986). Zur phanotypischen
Analyse der Vps-Mutanten werden diese abhangig von ihnrem morphologischen
Erscheinungsbild und dem Ausmal} der Fehlsortierung der Hydrolasen in sechs
Klassen (A — F) unterteilt (Banta et al., 1988; Raymond et al., 1992). Im Falle
des Carboxypeptidase Y-Transports zur Vakuole wurde zunachst festgestellt,
dass fur diesen die zwei Proteine Vps10p, der Carboxypeptidase Y-Rezeptor
wie auch Vps5p notwendig sind (Marcusson et al., 1994; Westphal et al., 1996).
Neben der Abhangigkeit des Recyclings von Vps5p (Klasse B Vps-Mutante)
zeigte sich, dass zwei weitere vakuolare Proteinsortierungsmutanten vps35 und
vps29 (Klasse A Vps-Mutanten) ebenfalls ahnliche Phanotypen wie die von
vps10 (Seaman et al., 1997) aufwiesen. Dabei kommt der anterograde
Transport von Carboxypeptidase Y zum Erliegen. Der Rezeptor wird zur

Vakuole transportiert und im Golgi vollstandig dezimiert (Seaman et al., 1997).
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In diesen Mutanten wird auch das normalerweise im TGN lokalisierte
Modellprotein A-ALP zur Vakuole transportiert (siehe 3.6.3, sowie Notwehr et
al., 1999). Durch diese Mutantenanalysen konnten in Hefen des weiteren noch
folgende fur das Recycling von Vps10p zum Golgi entscheidenden Proteine
identifiziert werden: Vps17p sowie Vps26p (Horazdovsky et al., 1997; Seaman
et al., 1998). Weitere Experimente mit Vernetzern (Cross-Linkern) zeigten, dass
sich die genannten Proteine zu einem pentameren Komplex namens Retromer
assemblieren, der an der Oberflache des PVCs an den cytoplasmatischen
Schwanz von Vps10p bindet (Seaman et al., 1998).

In Saugerzellen wurden RNAi-Experimente durchgefuhrt und so die mVps35-
und mVps26-Konzentrationen stark abgesenkt. In der Folge kam es zu einer
starken Hemmung des anterograden Transports der Hydrolase Cathepsin D
(Seaman, 2004) und der kationenunabhangige Mannose-6-Phosphatrezeptor
(CI-MPR) wurde entweder in den Lysosomen abgebaut oder zur Zelloberflache
transportiert (Arighi et al., 2004; Seaman, 2004).

Retromer bindet direkt an Vps10p via Vps35p, wobei Vps26p die Bindung
zwischen Vps35p/Vps29p und der Membran erhoht (Reddy und Seaman,
2001). AulRerdem ermdglicht die Bindung von Vps26p an Vps35p/Vps29p die
Anlagerung von Vps17p und Vps5p an den trimeren Retromersubkomplex
(Ubersicht: Pfeffer, 2001 und Seaman, 2005). Enge Verwandte zu vier dieser
funf Proteine wurden in Saugerzellen identifiziert (Haft et al., 2000). Beim
Homologen von Vps5p im Saugerkomplex handelt es sich um das Sorting
Nexin 1 (SNX1). Ein Homologes zu Vps17p existiert im Sauger-
Retromerkomplex nicht. Allerdings scheint dort sein Platz von Sorting Nexin 2
(SNX2) eingenommen zu werden, wobei diese Annahme immer noch umstritten
ist (Gullapalli et al., 2004). Typisch fur Vps5p und Vps17p, als auch SNX1 und
SNX2 ist die Anwesenheit sogenannter BAR (coiled-coil) Doméanen in ihren
jeweiligen C-terminalen Regionen, die die Dimerisierung der zwei Polypeptide
ermdglicht (Seaman und Williams, 2002).

Ebenso charakteristisch fur SNX-Proteine sind die PX-Doméanen, die die
Bindung an Phosphatidylinositol 3-phosphat (PI-3P) ermdglichen (Yu und

Lemmon, 2001). Demnach ist es wenig Uberraschend, dass Wortmannin als
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Inhibitor der Phosphatidyl-3-kinase die Assoziation von Vps5p und Vps26p mit
der endosomalen Membran beeinflusst (Cozier et al., 2002; Arighi et al. 2004).
In Hefen ist VPS34 das Gen der PI-3-Kinase, die zusammen mit einem
Vps30p/Vps38p-Dimer unter anderem die Retromerfunktion im Organismus
steuert (Burda et al., 2002). Erwartungsgemall haben vps34 und vps38
Mutanten den gleichen Phanotyp wie vps35 und vps29 Mutanten (Seaman et
al., 1997).

Vps10p

Ptdins 3-P

|
8

" endosome membrane

Vpsop Vps17p

Bild 1-8: Aufbau des Retromerkomplexes. Der cytoplasmatische Schwanz von Vps10p wird von
Retromer gebunden und der Rezeptor zum Golgi transportiert. Der Retromerkomplex
besteht aus zwei Subkomplexen, ein kleinerer aus Vps5p und Vps17p und ein grof3erer
aus Vps35p, Vps26p und Vps29p. Die Wechselwirkungen zwischen Vps5p und
Vps17p werden dabei durch deren C-Termini vermittelt, wahrend ihre N-Termini fir die
Bindung des groRen frachterkennenden Subkomplexes an die Membran sorgen. Die
Membranbindung kommt dabei vermutlich durch Bindung an Phosphatidylinositol-3-
Phosphat tGiber PX-Domanen (im Bild schwarz) zustande (Seaman und Williams, 2002).

In Ubereinstimmung mit frilheren Untersuchungen zur Bindung von Vps35p an
Vps10p (Nothwehr et al., 1999) wurde kurzlich eine fast 200 Reste umfassende
Aminosauresequenz im C-terminalen Bereich des humanen Vps35 identifiziert,
die fur die direkte Bindung an den cytoplasmatischen Schwanz des CI-MPR
verantwortlich ist. In dieser Sequenz befinden sich keine bekannten

Bindemotive, so dass diese wahrscheinlich konformativer Natur sind (Arighi et
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al., 2004). So besitzen weder die bei der Bindung beteiligten Aminosaurereste
des CI-MPR (48-100) noch diejenigen des Vps35 (500-693) das tyrosinhaltige
(YSKV, Reste 26-29) oder das saure Cluster-Dileucin-Motiv (Reste 153-162).
Diese beiden Motive kommen ebenfalls im cytoplasmatischen Schwanz des
CI-MPR vor und sind verantwortlich fur die Sortierung desselben an der
Plasmamembran bzw. dem TGN (Ghosh et al., 2003).

Obwohl der Beitrag von Retromer am Rezeptorrecycling vom PVC/Endosom in
Hefen und Saugerzellen zweifelsfrei ist, wurden retromerbeschichtete Vesikel
bisher weder in situ nachgewiesen noch isoliert oder in vitro induziert. Ferner
scheint auch keine kleine GTPase wie Sar1 oder Arf1, die fur die Rekrutierung
der Hullproteine in COP- oder clathrinbeschichtete Vesikeln bendtigt werden
(siehe 1.1.2) erforderlich zu sein. Neben den postulierten Vesikeln (siehe
Modell Bild 1-9) werden auch Fusionstubuli als eine alternative Transportform
diskutiert (Seaman, 2005).
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Bild 1-9: Modell der Bildung retromerbeschichteter Vesikel am Endosom. Das Modell umfasst
die initiale Erkennung und Wechselwirkung von Vps35p mit dem cytoplasmatischen
Schwanz der Fracht, hier im Bild Vps10p. Vps29p aktiviert anschliefend Vps35p und
fuhrt zu einer Assemblierung der Hull- und Frachtproteine. Vps5p und Vps17p lagern
sich dann an die Membran an und bewirken die Vesikelbildung. Im Vesikel bilden die
frachterkennenden Subkomplexe aus Vps35p/Vps29p/Vps26p eine innere Hiille,
wahrend Vps5p/Vps17p die duBere Hille bilden (Pfeffer et al., 2001).

Die enge Homologie zwischen den Bestandteilen des Retromers in Hefen und
Saugern lasst vermuten, dass Retromer in der Evolution hochkonserviert ist und
so auch in Pflanzen vorkommen sollte. Dieser Schluss wird auch durch die
Arbeit von Haft et al. (2000) nahegelegt, die den hohen Grad an Konservierung
zwischen dem Retromerkomplex aus Hefe und Mensch aufzeigte. In einer
Datenbankrecherche wurden mogliche Homologe von Vps35 und Vps29
identifiziert (Dacks et al.,, 2003) und gezeigt, dass vor allem der in Vps35
entscheidende Asp123-Rest aus dem Hefeprotein (Nothwehr et al., 1999) auch
in allen anderen betrachteten Arten konserviert ist, u.a. in Arabidopsis (Bild
1-10).



1 Einleitung 24

1
hVps26 hvps29 §

1
mVps26 mVps29 [ 0%
R R ) A |
dmVps26 dmVps29 [ gk
1 288 1 183
ceVpe2é [ % — atVps29 85 %
1 a0z 1 182
davps2e S & —— coVps29
1 244 1 160 238 262
atVps26 [ s7w | scVps2o [ 475 57 %
1 296 1 182
spVps26 5% mbVps29
1 75 154 879
m|Vps29
scVps26 = 3
: 3% tVps29 Ijl
pYps29

Howo sapiens FDLVEMCRGY QHPLEGLFLENT L
hVpsas

Caenorhabditis elegans FDLVEMCRGV QHPLEGLFLENT L
Mem3 Saccharowyces cerevisiae FDMIEMCRGVQNPIRGLFLEYTL
" Schizosaccharomyces poumbe HDLLDMCRGY QHPLRGLFLEHY L
242 512 w8 8850 Arahidopsis thaliana FDLVEMCEGIQHPLEGLFLRSYL
ceVps3d5 — BB % & 0 % 1010 Entamoeba histolytica FDLVEMCRAVHPTEGLFVRIYL
311 [ — Leishmatiia major FDLVEMCEGY QHPTRGLFLEHFL
53 % Plasmodium falsiparum FDMTE LCEGV QHPLEGLFLEYFL
alVps3s —|_—_|—t_5=*]- 845 T g
Giardia intestinalis LDLHE FCRGYQNPLEHLFLRHY I
g Eall a2
scVpsis -—-—-——-— 844
255 qgu, 575 T4
spVps3s H ses

Bild 1-10: Genetische Verwandtschaft von Retromeruntereinheiten verschiedener Organismen.
Die humanen Vps26, Vps29 und Vps35 sind evolutionar hoch konserviert. Abgebildet
sind die angenommenen Domanenstrukturen von humanen (h) Vps26, Vps29 und
Vps35, sowie deren verwandte Proteine aus C. elegans (ce), S. cerevisiae (se),
Schizosaccharomyces pombe (sp), Maus (m), A. thaliana (at), D. melanogaster (dm),
Dictyostelium discoideum (dd), M. jannaschii (mj), M. thermoautotrophicum (mb), T.
maritima (t) und P. abyssi (p). Die konservierte Region von Vps35 von
Aminosaureposition 131-153 (Nummerierung bezogen auf Vps35 aus homo sapiens).
In Fettdruck ist die funktionell wichtige, vollstandig konservierte Asp123-Position zu
erkennen. Bild modifiziert nach Haft et al., 2000 und Dacks et al., 2003.

1.6 Ziel der Arbeit: Retromervermittelter Transport in Pflanzen

Durch die oben erwahnten Arbeiten, die zeigten, dass VSRaw.1 im PVC von
BY-2 -Zellen angereichert ist (Li et al., 2002; Tse et al., 2004), erschien es
folgerichtig der Frage nach dem  Recycling der vakuolaren
Sortierungsrezeptoren in Pflanzen nachzugehen. In Hefe wurde flr den
vakuolaren Sortierungsrezeptor der Carboxypeptidase Y, das Vps10p, der
retromervermittelte  Transport als Recyclingmechanismus identifiziert.
Mittlerweile ist es in Hefen und Saugern gelungen genaue Vorstellungen vom
retromervermittelten Recycling vakuolarer Sortierungsrezeptoren zu entwickeln
und zu zeigen, dass der anterograde Transport zum pravakuolaren
Kompartiment direkt abhangig ist vom Funktionieren des retromervermittelten
Rezeptorrecyclings zum TGN abhangig ist (Seaman, 2005). Neben einer hohen
Homologie zwischen den jeweils am Transport beteiligten Proteinen gibt es eine
starke Ahnlichkeit im vakuolédren Transport selbst, so haben nicht zuletzt die
vakuolaren Sortierungsrezeptoren jeweils das PVC zum Ziel. Daher erscheint



1 Einleitung 25

es plausibel, dass auch in Pflanzen ein aus Retromerproteinen aufgebautes
retrogrades Transportsystem fur BP80 und dessen Homologe existiert.

Daher war es Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob in Pflanzen ein
retromerartiger Komplex exprimiert wird und in diesem Fall erste Einblicke in
dessen molekularen Aufbau zu gewinnen. Da in Hefe fur Vps35 die
Wechselwirkung mit dem vakuolaren Sortierungsrezeptor Vps10 bekannt ist,
sollte in einem ersten Schritt das pflanzliche Homologe aus A. thaliana
identifiziert und charakterisiert werden. Dazu wurden zunachst Antikorper
gegen Vps35 als dem primar mit dem Rezeptor interagierenden Baustein
generiert. Zur weitergehenden Analyse der intrazellularen Lokalisierung des
Komplexes, sowie seiner Wechselwirkungen wurden darauf weitere Antikdrper
gegen andere Untereinheiten (Vps26, Vps29) generiert.

Falls retromerartige Proteine in Pflanzen exprimiert werden sollte nicht nur ihrer
Lokalisation und ihren Wechselwirkungen nachgegangen werden, sondern
insbesondere auch die Natur eines eventuell vorhandenen retromervermittelten
Transports untersucht werden: Ist er mdglicherweise vesikular und wenn ja, wie
sehen diese Vesikel aus und wie grof} sind sie ?

Des weiteren sollten in einem in vivo Testsystem durch Messung sekretierter
und retenierter Proteine zusatzlich erste Daten zur Funktion des

retromervermittelten Transports gewonnen werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Identifikation von pflanzlichen Retromerhomologen

Wie in der Einleitung beschrieben, gibt es in Pflanzen einige Arbeiten zum
rezeptorvermittelten, anterograden Transport der sauren Hydrolasen zur
Vakuole. Unklar hingegen ist das Recycling ihrer Rezeptoren, also der
retrograde Transport. In Hefe wurde fur den vakuolaren Sortierungsrezeptor der
Carboxypeptidase Y, Vps10p, der retromervermittelte Transport als
Recyclingmechanismus identifiziert. Des weiteren existieren funktionelle Belege
fur Gemeinsamkeiten zwischen Vps10p und dem pflanzlichen BP80 (Humair et
al., 2001), so dass es naheliegt auch in Pflanzen nach einem solchen aus
Retromerproteinen aufgebauten Transportsystem fur BP80 und dessen
Homologe zu suchen. Der in Hefe beschriebene Retromerkomplex besteht aus
5 Proteinen (siehe Einleitung, sowie Seaman, 1998). Das Vorliegen des
gesamten Arabidopsisgenoms erlaubt es, deren mogliche Homologe in
Arabidopsis zu suchen und zu identifizieren.

Proteine enthalten verschiedene Domanen, die oft einem bestimmten
evolutionaren Ursprung oder einer bestimmten Funktion zugeordnet werden
konnen. Die Conserved Domain Database (CDD) auf dem Webportal des NCBI
ist eine Sammlung von Proteinsequenzzuordnungen (sog. Alignments)
ursprunglicher Domanen und Volllangenproteinsequenzen. Durch die Suche in
dieser Datenbank kénnen konservierte Domanen auch in einer unbekannten
Proteinsequenz ermittelt werden.

Bei der Suche nach charakteristischen Domanensequenzen in den
Heferetromerproteinen wurden nur zwei bekannte Domanen identifiziert. Bei
diesen handelte es sich zum einen um die PX-Domane in Vps5 und Vps17,
sowie zum anderen um eine Phosphoesterasedomane in Vps29. Zur
Identifikation moglicher Homologe der Retromerproteine in Arabidopsis wurde
zunachst mit Hilfe des BLAST-Algorithmus nach diesen charakteristischen

Domanensequenzen der Retromerproteine gesucht.
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Die PX-Domane spielt eine entscheidende Rolle bei der Membranbindung, da
sie eine spezifische Bindung an Phosphatidylinositol-3-haltige Membranen
ermdglicht (Sato et al., 2001). Die Suche nach der PX-Domane im Proteom von
Arabidopsis identifizierte u.a. At5g06140, At5g58440, At5g07120 (siehe Tabelle
2-1), die moglicherweise eine PX-Domane enthalten. Eine genauere Analyse
durch ein ClustalW-Alignment  bestatigte die charakteristischen
Aminosaureabfolgen in der Sequenz der PX-Domanen bei den gefundenen
Arabidopsisproteinen. Die in Bild 2-1 dargestellte Ahnlichkeit der beiden
Sequenzen ist gemall Yu und Lemmon (2001) hinreichend bezuglich der
Eigenschaften der PX-Domanen, da die kritischen (im Bild markierten)

Aminosauren an den entscheidenden Positionen vorhanden sind.

NP 014712 YNLPQTGANISSPAEVEENSEKFGKTKIGSKVPPTEKAVAFKVEMKDPVKVGELTSIHVE
AE5G06140 === === === == m e m e m o fiTDPVKLGNGVOAYIS

Kk kkkk k.

NP 014712 YTVISESSLLELKYAQ——VSRRYR.FRWLYRQLQNNHWGKVI.PPlEKQSVG——SFKENF
At5g06140 ¥RV ITKTNLPEYQGPEKINIRRYSBEVWHRDREFEKYKGIFIBPLBEKSAVEKFRFSAEE

* kk... Kx X . L * **k*k **k k% sk ses kK kkk kkk .k * | . %

NP 014712 IENRRFQM.SMLKKICQDPVLQKDKDFLLFLTSDDFSSESKKRAFLTGSGAINDSNDLSE
At5g06140 IEMRRAAIB IFUNREALHPEEQQSEDERTENQADEETMDRFR - - FQETS I FKKPADLMQM

*ko okk T Rk o : * *

Bild 2-1: ClustalWW Alignment der Phox Homologie (PX)-Domane von Vps5 aus Hefe und
Arabidopsis. Die zur Bindung an Phosphatidylinositol-3-haltige Membranen
entscheidenden, domanenbildenden Aminsauren sind jeweils markiert. In pink ist
dabei das fur PX-Domanen charakteristische PXXP-Motiv zuerkennen. Im Weiteren
sind die konservierten hydrophoben und aromatischen Reste in grun, konservierte
basische Reste in blau, sowie konservierte amidische und saure Reste in rot
gehalten. Nach Yu und Lemmon (2001) handelt es sich demnach auch bei der
Domane aus dem pflanzlichen Protein um eine PX-Domane.

Neben der PX-Domane war als einzige dokumentierte Domane eine
Phosphoesterasedomane im humanen Vps29 beschrieben (Wang et al., 2005).
Auch in Arabidopsis konnte ein Protein (At3g47810, siehe Tabelle 2-1) mit einer
homologen Domane identifiziert werden (siehe Bild 2-2). Inzwischen erschienen

Arbeiten mit weiteren strukturellen und funktionellen Untersuchungen an Vps29-
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Proteinen und der enthaltenen Phosphoesterasedomanen auch anderer
Organismen (Damen et al., 2006; Collins et al., 2005).

hs -MLVLVLGDLHIPHRCNSLPAKFKKLLVPGKIQHILCTGNLCTKESYDYLKTLAGDVHIV
at MVLVLALGDLHVPHRAADLPPKFKSMLVPGKIQHIICTGNLCIKEIHDYLKTICPDLHIV

ckkk  kkkkksokkk | kk _ kkk KKK KAARAK cARKKKK Kk sokkkkks | ks okkk
hs RGDFDENLNYPEQKVVTVGQFKIGLIHGHQVIPWGDMASLALLQRQFD.DILISGHTHKF
at RGEFDEDARYPENKTLTIGQFKLGLCHGHQVIPWGDLDSLAMLQRQLG.DILVTGHTHQF

* ko kkk o khk ek eoekekhkhkhkokhkkhk *hkhkhkhkkhkkhkhkhkhke Khhkkeoekhkhhkhke KhkhkhkkeooXkhkhkox

Bild 2-2: ClustalW Alignment der modglichen Phosphoesterasedomane im AtVps29 (at),
dargestellt mit dem zugeordneten humanen Vps29 (hs). In beiden Proteinen sind an
den entscheidenden, markierten Positionen die zur Metallionenkomplexierung
bendtigten Aminosauren vorhanden. Einzig der Aspartatrest 62D ist im pflanzlichen
Protein gegen einen Glutamatrest 62E ausgetauscht. In rot markiert ist der Valinrest
an Position 109, der fir die Bindung an Vps35 entscheidend ist.

Die einzige in Arabidopsis vorkommende Isoform eines Homologen zu Vps29
(At3g47810) enthalt neben dem fur die Interaktion mit Vps35 kritischen Valin
(109V) auch die Histidinreste an den Positionen 10 und 118, sowie das
wasserstoffbrickenbindungsrelevante Asparagin (39N). Diese sind ebenso im
humanen, wie auch im Hefe-Vps29 vorhanden und typisch fur zweiwertige
Metallionen-enthaltende Phosphoesterasen (Collins et al., 2005; Wang et al.,
2005). Die Komplexierung des Metallions wird des weiteren von den
Histidinresten 86H und 116H, sowie dem Glutamatrest 62E vervollstandigt.

Die anschlielende genomweite Suche mit den Sequenzen der
Retromerproteine in voller Lange flihrte dann zur Identifikation der anderen in
Tabelle 2-1 aufgefUhrten Pflanzenproteine. Diese ebenso durch den BLAST-
Algorithmus erhaltenen Proteine wurden auch durch ein ClustalW-Alignment
einander zugeordnet und sind den jeweiligen Hefeproteinen sehr ahnlich. Wie in
Tabelle 2-1 zu erkennen, werden die einzelnen Arabidopsisretromerproteine
teilweise von mehreren Genen kodiert, liegen also moglicherweise in mehreren

Isoformen vor.
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Tabelle 2-1: Ubersicht der Retromerproteine der Hefe und ihren Homologen aus Arabidopsis

Gen Accession Numbers der Anzahl Masse pl
einzelnen Isoformen AS (kDa)

VpS35 scVps35 (NP_012381) 944 109,1 5,87
At2gl17790 (NP_179370) 830 94,5 5,23
At3g51310 (NP _190699) 789 89,0 5,18
Atlg75850 (NP _177713) 838 94,9 5,49

Vps26 scVps26 (NP_004887) 379 425 8,43
At5g53530 (NP _200165) 302 35,2 7,67
At4g27690 (NP _194499) 303 35,2 7,02

Vps29 scVps29 (NP_011876) 282 31,0 4,56
At3g47810 (NP _974400) 190 21,0 6,03

Vps5 scVpsb (NP_014712) 675 76,5 5,09
At5g06140 (NP _196232) 402 46,5 6,76
At5g58440 (NP _200652) 587 65,5 5,18
At59g07120 (NP _196329) 554 62,2 5,66

VPS35 VPS29
10 350 £850 850 1 T4 89 160 240 282
| | B Teast | | | | | | | | Teast
44 % 38% Identity 45 % /4? % 47 % Identity
43251310 AtSz47310
15 350 530 800 2 1 141 182
VPS26 VPS5
152 1% 283 64 oy
Teast L
i ) Sttt o Dot Sl 26% IPC;?—]B?;nain: 38%
A 553530
T 28 366 AbdEL

Bild 2-3: Das klonierte Protein aus Arabidopsis ist demjenigen aus Hefe zugeordnet und der
Grad der Identitat jeweils in Prozent angegeben. Die Identitdten liegen bei den
einzelnen Domanen zwischen 25% bei Vps5 und maximal 51% bei Vps26. Auffallig ist,
dass samtliche Homologe aus Hefe deutlich langer als ihre jeweiligen Pendants aus
Arabidopsis sind. Einzig zu Vps17 lasst sich im Arabidopsisgenom kein Homologes
identifizieren.

Es wurden drei Isoformen fur Vps35 gefunden, eine fur Vps29, zwei fur Vps26
und drei fur Vps5. Wie in Bild 2-3 dargestellt, besitzen alle in Arabidopsis

gefundenen Homologe ihren Verwandten aus Hefe gegenlber ein hohes Mal}
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an Ahnlichkeit. Die Retromerproteine aus Hefe sind allerdings deutlich langer
als ihre Homologen aus Arabidopsis. Einzig zu Vps17 war kein Homologes im

Arabidopsisgenom zu identifizieren.

Bild 2-4:
Wheat Barley P.hylogenetischer Baum
einer Vps26 ClustalW-
Zuordnung unter Stan-
dardbedingungen.  Die
im Alignment des
At5g53530 C-Terminus darge-
\omato stellten Identititen
Soypean spiegeln sich hier im
Verhaltnis der Gruppen
der pflanzlichen bzw. der
tierischen  Organismen
im Vergleich zur Hefe

wider.

Maize
Sorgum

Homo sapiens 1
Mus musculus 1

Wie hoch die Identitat bzw. Homologie der Retromerproteine ist, lasst sich bei
der beispielhaften Betrachtung eines Alignments des C-Terminus von Vps26
verstehen. Beim C-Terminus von Vps26 handelt es sich um den hdchst-
konservierten Teil aller Retromerproteine (siehe Bild 2-5). Bei der
phylogenetischen Analyse, dargestellt als Baum eines ClustalW-Alignments
unter Standardbedingungen, wird aber auch klar, dass sich das aus Hefe
stammende Protein sowohl von den pflanzlichen wie auch von den tierischen
Proteinen am deutlichsten unterschiedet (siehe Bild 2-4). Diese bilden fur sich
genommen relativ homologe Aste desselben Baumes. Dies wird wie bereits
erwahnt vor allem durch ein im Detail abgebildetes Alignment des C-Terminus
von Vps26 verdeutlicht (siehe Bild 2-5). Ahnliche Aussagen lassen sich auch flr
Vps35 und Vps29 treffen (Haft et al., 2000).
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Bild 2-5: Mit 51% Identitat ist der C-Terminus von Vps26 der am hdchsten konservierte Teil aller
Retromerproteine im Alignment von Hefe zu Arabidopsis. Hervorzuheben ist, dass sich
die Hefesequenz trotzdem am deutlichsten von den pflanzlichen und tierischen
Organismen unterscheidet, die ihrerseits jeweils untereinander fast identisch sind.
Abgebildet sind samtliche C-Termini der im Alignment und der phylogenetischen
Analyse betrachteten Arten.

Die Erfahrungen bei den Proteinen der COP-Vesikel zeigten, dass diese in
Pflanzen nicht nur homolog, sondern auch funktionell konserviert sind
(Movafeghi, 1999; Pimpl, 2000; Yang, 2005). Auch bei den identifizierten
Homologen der Retromerproteine aus Arabidopsis konnte demnach ebenso
eine funktionelle Konservierung vorliegen.

Dies legt nahe, dass Untersuchungen zum retromervermittelten Transport neue
Einsichten bezogen auf das Recycling vakuolarer Sortierungsrezeptoren in

Pflanzen erbringen kdnnen.

2.2 Verschiedene Isoformen von Retromerproteinen

Wie im vorigen Abschnitt (siehe Tabelle 2-1) gezeigt, liegen bis auf Vps29 alle
Retromerproteine in mehreren Isoformen vor. Welche dieser Isoformen
allerdings als RNA transkribiert und als Protein exprimiert werden, blieb zu
klaren. Daher wurde zuerst aus Arabidopsisblattern und -sprossen Gesamt-

RNA gewonnen und daraus cDNA hergestellt. Mit dieser cDNA konnte
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anschliel3end fur Vps35 nachgewiesen werden, dass alle Isoformen auf RNA-
Ebene in diesen Geweben transkribiert werden (siehe Bild 2-6 A). Die
Amplifikationsprodukte, die allesamt die erwartete Lange von ca. 2500bp
aufwiesen, wurden isoliert und deren Sequenzen durch Sequenzierung
bestatigt. Zumindest fur Vps35 Iasst sich eine gewebsspezifische Kontrolle der
Expression der Isoformen damit ausschliel3en, wobei eventuell unterscheidbare
Expressionsniveaus, beispielsweise durch quantitative Echtzeit-PCR-Methoden,
genauer untersucht werden muissten. Auch von den anderen
Retromerproteinen konnte die jeweils gewlnschte Isoform aus der hergestellten
cDNA mit den entsprechenden sequenzspezifischen Primern problemlos isoliert
werden (siehe Bild 2-6 B — D). Die unterschiedlichen Expressionsniveaus und
-orte der verschiedenen Isoformen waren in dieser Arbeit allerdings nicht von
weitergehendem Interesse und wurden daher auch nicht eingehender

untersucht.

Isoform 1 Isoform 2 Isoform 3

Bild 2-6: A: PCR-Produkte der 3 verschiedenen Arabidopsis VPS35-Isoformen. Alle drei
Isoformen konnten mittels PCR aus verschiedenen cDNA-Pools mit den fur die
jeweilige Isoform spezifischen Primern amplifiziert werden. In der linken Bahn, jeweils
ohne spezifisches Produkt, wurde eine cDNA-Bank (CD4-16) verwendet, in den
rechten 3 Bahnen cDNA aus Gesamt-RNA, gewonnen aus ganzen
Arabidopsispflanzen. Die letztgenannten PCRs wurden mit unterschiedlichen
Temperatur- und Konzentrationsprofilen durchgefiihrt. Umrandet sind die spéater
durch Sequenzierung bestatigten VPS35-Amplifikationsprodukte. M: DNA-
GrolRenmarker. Auch die anderen Retromerproteine konnten mit ihrer korrekten
Grole aus cDNA amplifiziert werden B: VPS29 (573 bp), C: VPS5 (1209 bp), D:
VPS26 (918 bp).
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2.3 Klonieren und Exprimieren einzelner Retromerproteine

Der Zugang zu groReren Mengen rekombinanter Retromerproteine ist aus
zweierlei Grinden interessant. Zum einen sollten die Proteine des grofden
Retromersubkomplexes (Vps35, Vps26 und Vps29) zur Herstellung von
Antikorpern rekombinant in E. coli exprimiert werden. Darlber hinaus bestand
die Absicht mit rekombinanten Proteinen des Retromerkomplexes
Bindungsstudien innerhalb des Komplexes sowie Experimente zur Protein-
Proteininteraktion beispielsweise mit Hilfe von Pulldown-Assays durchzuflhren.
Hierfir war vor allem der Zugang zu Vps35 von Interesse, da es sich bei
diesem um den primaren Interaktionspartner von Vps10p handelt.

Zur rekombinanten Expression in E. coli wurden die Sequenzen mit der
hdchsten Homologie zum korrespondierenden Hefeprotein ausgewahlt (siehe
2.1). Von allen vier in Arabidopsis bekannten Retromerproteinen wurden
zunachst deren Gene in das pGEM-T-easy System kloniert und ihre Sequenz
bestimmt. Anschliefend wurden die Gene in Expressionsvektoren mit GST-Tag
kloniert und versucht diese unter den Ublichen Bedingungen an GSH-Beads
aufzureinigen. Es zeigte sich allerdings recht schnell, dass zwar ein erhebliches
Expressionsniveau der Fusionsproteine vorhanden war, diese aber unter den
Normalbedingungen nicht im Lysispuffer zu I6sen waren. Das Problem der
Bildung sogenannter Einschlusskdorper (inclusion bodies) trat auch bei der
rekombinanten Expression der Retromerproteine aus Hefe auf (personliches
Gesprach mit M. Seaman). Verursacht wird dies durch die fehlende
Maschinerie der E. coli-Bakterien eukaryotische Proteine zu modifizieren und zu
falten (Alberts et al., 2003). Deshalb wurde versucht Uber ein Screening
mdgliche Bedingungen zur |8slichen Expression zu finden.

Die Variablen bei der rekombinanten Expression von Proteinen in E. coli
beziehen sich dabei vor allem auf drei Parameter: Erstens auf das
Expressionsniveau, das beispielsweise durch verschiedene Temperaturen bei
der  Bakterienkultivierung oder durch  Verwendung verschiedener
Expressionsvektoren mit unterschiedlich starken Promotoren gesteuert werden
kann. Zum zweiten konnen auch die Fusionsproteine selbst abgewandelt

werden, beispielsweise durch die Expression von unterschiedlichen Tags die



2 Ergebnisse 34

nach der Aufreinigung auch wieder entfernt werden konnen. Schlie3lich neigen
drittens verschiedene Bakterienstamme unterschiedlich stark zur Bildung von
Einschlusskorpern. Nach der Induktion der Expression, Ublicherweise durch
IPTG, kénnen auch die Expressionstemperatur und die Expressionsdauer
variiert werden.

Das in dieser Arbeit durchgefuhrte Screening beruhte vor allem auf der
Variation der Lysisbedingungen. Dabei wurden die Bakterien in
unterschiedlichen Lysispuffern resuspendiert und lysiert. Neben der Variation
der Lysisbedingungen wurden in dem durchgefuhrten Screening auRerdem die
Kultivierungstemperatur von 16°C bis 24°C variiert, sowie unterschiedliche
Expressionsvektoren in  verschiedenen Bakterien verwendet. Das
Hauptaugenmerk des Screenings lag auf der Variation der physikochemischen
Eigenschaften des Lysispuffers, da diese auch erhebliche Auswirkungen auf die
Loslichkeit der Fusionsproteine haben. So konnen neben der Salzart und
-konzentration auch der pH-Wert, die Detergenzienkonzentration, sowie die
Verwendung eines Stabilisators oder eines Denaturierungsreagenz variiert
werden .

In einem standardisierten Verfahren wurden fur Vps35, Vps29 und Vps26
folgende Parameter bei der Lyse verandert und deren Auswirkungen auf die

Loslichkeit untersucht:

e pH-Wert: Lysispuffer mit pH 5, 6, 7, 8 und 9

e Salzkonzentration: 0,1M, 0,5M, 1M NaCl, sowie 0,1M und 1M KCI

e Detergenzien: jeweils 0,2% NP40, Triton X-100, Tween-20, NaDOC
e Stabilisator Glycerin: 10% und 50%

Des weiteren kamen im Screening die folgenden Expressionssysteme zum
Einsatz:

His-Tag mit Promotor aus pET30, aus pPROEX™HT, sowie aus pQE. GST-Tag
aus pGEX-T, sowie ein selbst modifizierter pET24-Vektor mit His-, GST-Tag
und einer TEV-Schnittstelle (Ubersicht, siehe Bild 2-7). Die Expression der pET-

Vektoren und des pPROEX™HT-Vektors erfolgte in zwei Bakterienstammen,
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namlich Rosetta™ (Novagen), sowie BL21-CodonPlus (Stratagene). Beide

besitzen zusatzliche Plasmide zur Herstellung von tRNAs sogenannter seltener

Codons.

amp® | kan® Promotor His-Tag | GST-Tag | Protease
pET-21a-d(+) ° T7lac C
pET21-GSTTEV ° T7lac N, C N TEV
pET-23a-d(+) ° T7 C
pET-24a-d(+) ° T7lac C
pET24-GSTTEV ° T7lac N, C N TEV
pET-30a-c(+) ° T7lac N,C Thr, EK
pProEXHT o trc N TEV
pQE ° T5 N
pGEX-T o tac N Thr

Bild 2-7:

Ubersicht iber die verwendeten Vektoren. Die aufgefiinrten Vektoren unterscheiden
sich durch die Starke ihrer Promotoren, Selektionsmarker, unterschiedliche
Affinitdtstags und Linker, d.h. den verbindenden Aminosauresequenzen zwischen dem
Tag und dem Protein. Dies sind Faktoren, die einen hohen Einfluss auf das
Expressionsniveau und die Tertiarstruktur eines Proteins haben und damit auch auf
seine Loslichkeit. Amp": Ampicillinresistenz, Kan": Kanamycinresistenz, N bzw. C N-
oder C-terminale Position des Tags, Proteaseschnittstellen zum Entfernen der Tags
vom Protein: Thr: Thrombin, EK: Enterokinase, TEV: TEV-Schnittstelle.

Das gesamte Screening in allen durchgeflhrten Variationen umfasste damit

durch Anwendung von 16 verschiedenen Lysispuffern, 8 unterschiedlichen

Vektor- E. coli-Kombinationen und 2 Expressionstemperaturen insgesamt pro

Protein 256 verschiedene Bedingungen, die auf ihren Einfluss bezlglich der

Ldslichkeit der zu exprimierenden Proteine untersucht wurden.

Samtliche Variationen zum Erreichen einer Aufreinigung von I0slichen

Retromerproteinen unter nativen Bedingungen brachten jedoch keinen Erfolg
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(siehe Bild 2-8). Damit teilen die pflanzlichen Retromerproteine diese
Eigenschaft mit ihren Homologen aus Hefe, wie Matthew Seaman in einem

personlichen Gesprach bestatigte.

A B

- '<—GST-Vps35 S

== i GST-Vps26 =mp
- %
—

- S8

Bild 2-8: Exemplarische Darstellung eines Solubilisierungsexperimentes mit Trennung der
I6slichen und unldslichen Fraktionen nach Bakterienlyse durch
Polyacrylamidgelelektrophorese mit anschlieBender Coomassiefarbung. Hier
abgebildet ist ein Solubiliesierungsversuch an Vps26 (B). Zu erkennen ist die ebenso
bei allen anderen Lysierungen festgestellte Tatsache, dass die Proteine zwar
Uberexprimiert wurden, wie in der Abbildung am Beispiel von GST-Vps35 zu sehen
(A), allerdings nie in der I8slichen Fraktion (S), sondern stets im Sediment (P) zu
detektieren waren. Dargestellt am Beispiel des Loéslichkeitsscreens von GST-Vps26
(B). Dies war bei allen untersuchten Proteinen unter jeder Lysisbedingung der Fall.
M: Protein-GréRenmarker.

Aus anderen Arbeiten (Lutzmann et al., 2002) ist bekannt, dass bei der
Expression von eukaryotischen Proteinen aus Multiproteinkomplexen die
sogenannte multicistronische Expression, die man naturlicherweise aus dem
Lac-Operon kennt, auch Abhilfe schaffen kann und so l6sliche Proteinkomplexe
erhalten werden konnen. Hierzu wurden erste Versuche durchgefihrt, und vor
allem die Voraussetzungen geschaffen diese durch einfache, modulartige
Klonierung aus den vorhandenen Expressionsvektoren weiterzufuhren. Die
multicistronischen Klonierungen wurden unter Verwendung der in den
verschiedenen benutzten pET-Vektoren angelegten Schnittstellen durchgefihrt.
Dabei ist es moglich von einem Vektor z.B. mittels Xbal / BamHI — Spaltung das
gesamte Gen inklusive seiner Shine-Dalgarno-Sequenz und eventuell

vorhandenen Tags in die passenden, mit Nhel / BamHI gespaltenen, kohasiven
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Enden des Zielvektors zu klonieren und damit ein entsprechendes
multicistronisches Konstrukt zu erhalten. Dadurch wird die Nhel-Schnittstelle im
Zielvektor inaktiviert und es lasst sich auch am neu entstandenen Vektor die
gesamte Prozedur identisch wiederholen, wodurch nach und nach mehrere

Gene hintereinander kloniert werden konnen (siehe Bild 2-9).

Xbal Ncol Nhel BamHi
0bp E TEY
< Gen A E
Xbhal Ncol Nl ﬂ..._ 1M1
L -
! "rlhp o A TR
i [—q :
A Gen B &
Xbal Neol Neol Nhel BamHl
>_+—'—l'—r_'_.:| ,

100bp

a— Gen A Gen B

STOP
STOP

Bild 2-9: Kassettensystem zur modulartigen Klonierung zweier Gene in einen pET-Vektor. Nach
erfolgreicher Klonierung beider Gene zwischen die Ncol- und die Nhel-Schnittstelle
wird der Vektor mit dem Gen A mit Nhel und BamHI gespalten (1) und aus dem Vektor
mit dem Gen B dieses inklusive seiner Shine-Dalgarno-Sequenz und dem Tag mit Xbal
und BamHI ausgeschnitten (2). Gen B kann anschlieBend in den mit Nhel/BamHI
gespaltenen Vektor ligiert werden, da Nhel und Xbal sog. kohasive Enden aufweisen.
Nach dieser Ligation ist an Stelle der ehemaligen Nhel und Xbal-Schnittstelle deren
palindromische Sequenz nicht mehr vorhanden (3), so dass dieser Vorgang mit
weiteren Genen theoretisch beliebig oft wiederholt werden kann.

Zur rekombinanten Expression mehrerer Proteine in einem Bakterium stehen
grundsatzlich zwei verschiedene Moglichkeiten zur Verfiugung, die auch
miteinander kombiniert werden koénnen. Zum einen kann sie durch
multicistronische Expression von mehreren Proteinen auf einem Vektor erfolgen
oder alternativ durch Kotransformation in zwei voneinander unabhangigen
Vektoren mit unterschiedlichen Selektionsmarkern. Bei letztgenannter
Maoglichkeit mussen erfolgreiche Kotransformanten durch Doppelselektion
erhalten werden (siehe Bild 2-10).
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Bild 2-10: Expression mehrerer Proteine in einem Bakterium. Die Expression unterschiedlicher
Proteine in einem Bakterium kann auf zwei unterschiedliche Arten erfolgen. Zum
einen durch Kotransformation in zwei voneinander unabhangigen Vektoren mit unter-
schiedlichen Selektionsmarkern zum anderen durch multicistronische Expression von
mehreren Proteinen auf  einem  Vektor. Bild  abgewandelt  nach:
www.embl.de/Externalinfo/protein unit/draft frames/flowchart/exp e coli/co-expression.html.

Die Anordnung der Gene und die Entscheidung welche Gene welche Tags
tragen kann far die Ldslichkeit eine Rolle spielen

(www.embl.de/Externallnfo/protein unit/draft frames/index.html). In dieser

Arbeit wurde zunachst nur die Moglichkeit der grundsatzlichen Einsetzbarkeit
des Verfahrens uberpruft. Tatsachlich gelang es, in einen Vektor zwei Gene,
namlich GST-Vps29 und GST-Vps26 zu klonieren und diese gleichzeitig in
einem Bakterium zu exprimieren. Ebenso gelang die Expression beider
Proteine auf unterschiedlichen Vektoren mit unterschiedlichen

Selektionsmarkern (siehe Bild 2-11). Von allen Genen liegen im jetzigen


http://www.embl.de/ExternalInfo/protein_unit/draft_frames/flowchart/exp_e_coli/co-expression.html
http://www.embl.de/ExternalInfo/protein_unit/draft_frames/index.html
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Stadium Konstrukte vor, die an ihrer 5’-Seite in die Ncol und am 3’-Ende in die
Nhel-Schnittstelle kloniert wurden. Damit besteht eine einfache Moglichkeit zur
kinftigen multicistronischen Klonierung der Retromerproteine nach dem oben
aufgezeigten Schema (siehe Bild 2-9). Eine testweise durchgefuhrte
Solubilitatsstudie mit den wichtigsten Parametern zeigte keine erhohten
Laslichkeiten zur erleichterten Reinigung auf.

<= GST-Vps26

<«m GST-Vps29

T ——— -
R =
-l X

~
-

Bild 2-11: Uberexpression zweier Proteine in einem Bakterium. Dabei wurden zwei Vektoren mit
unterschiedlichen Antibiotikaresistenzen in ein Bakterium transformiert. Links die
Uberexpression von GST-Vps26, in der Mitte von GST-Vps29 jeweils alleine und in
den rechten Bahnen (e und f) gemeinsam, wobei in den Bahnen a,c jeweils ein Vektor
mit Ampicillinresistenz und in b,d mit Kanamycinresistenz verwendet wurde. Bei der
Kotransformation wurden beide Moglichkeiten getestet.

Trotz dieser LoOslichkeitsprobleme konnten ausreichend Antigene fur eine
erfolgreiche Immunisierung von Kaninchen zur Antikérperherstellung gewonnen
werden (siehe 2.4).

Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Proteinen, die allesamt unldslich
waren, gelang bei Vps5 eine rekombinante Expression, die zu l6slichem Protein
fuhrte. Bei der Aufreinigung des mit GST markierten Arabidopsishomologen war
allerdings festzustellen, dass das Protein zu Abbau neigt (siehe Bild 2-12). Ein
sehr ahnliches Verhalten zeigte auch das in der Literatur beschriebene,

korrespondierende Protein aus Hefe (Seaman, 1998).
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Bild 2-12: Aufreinigung von rekombinantem GST-AtVps5. Nach Induktion wurde das GST-
AtVps5 in der erwarteten GréRe exprimiert (i). Die I6sliche Fraktion der GST-AtVps5
exprimierenden Bakterien wurde nach deren Lyse an GSH-Beads gebunden. Nach
der Aufreinigung Uber GSH-Sepharose-Beads zeigte sich allerdings ein C-terminaler
Abbau, da nach fraktionierter Elution ein Protein detektiert wurde, das deutlich
kleiner war (r; bis rg). Bei diesem handelte es sich ganz offensichtlich um ein
Abbauprodukt des vorher in voller Lange vorliegenden Proteins (i). Ein &hnliches
Phanomen ist auch aus Hefe bekannt (Seaman, 1998) M: Protein-Groltenmarker; n:
nicht induzierte Kontrollkultur; i induzierte E. coli-Kultur; r,: vereinigte Eluate ry bis rs.

2.4 Herstellung der Antikorper

Zur weiteren Charakterisierung des Retromerkomplexes war es notwendig
gegen die einzelnen Retromerproteine Antikorper herzustellen.

Da wie im vorigen Kapitel dargestellt die Gewinnung von nativen, |6slichen
Retromerproteinen misslang, mussten diese zur Herstellung von Antikdrpern
unter denaturierenden Bedingungen isoliert werden. Zur Gewinnung von
aufgereinigten  Fusionsproteinen wurde eine sogenannte ,on-column-
Refolding“-Aufreinigung der His-Tag-tragenden Fusionsproteine versucht.
Hierbei werden die Fusionsproteine aus dem unldslichen Bakteriensediment,
das fast ausschlieldlich aus dem Fusionsprotein bestand, mit einem 8 M
Harnstoff enthaltenden Puffer herausgeldst und anschliefend an eine Nickel-
Saule gebunden. Wahrend des anschlieBenden Waschvorgangs wurde im
Waschpuffer die Harnstoffkonzentration graduell von 8 M auf 0 M Harnstoff
gesenkt, so dass sich die Proteine langsam rickfalten konnten. Diese
Vorgehensweise ist aus der Literatur bekannt und fuhrt im Einzelfall auch zu
aktiven Proteinen mit korrekter Faltung (Glynou, K. et al., 2003). Bei der
Aufreinigung der Retromerproteine war diese Methode allerdings nicht von
Erfolg gekront, da die Ausbeuten extrem niedrig waren und der Hauptteil der
Fusionsproteine nicht an die Nickelsdule gebunden hatten. Die abschlieRende

Abspaltung des Tags mit TEV-Protease gelang zwar noch, allerdings fiel bei
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diesem Schritt nochmals ein grofer Anteil des Fusionsproteins aus, das
ohnehin nur in geringen Mengen an der Nickelsaule gebunden hatte. In Bild
2-13 ist zu erkennen, dass die Absorption des TEV-gespaltenen
Fusionsproteins im Signalrauschen liegt. Dies machte bei den geringen
vorhandenen Mengen eine praparative Aufreinigung des Vps26 mittels

Gelfiltration unmaoglich.
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Bild 2-13: Aufreinigung des TEV-gespaltenen Fusionsproteins Hisg-GST-TEV-AtVps26. Das
Fusionsprotein wurde zunachst unter denaturierenden Bedingungen mit 8M
Harnstoff solubilisiert und anschlieBend an Nickel-NTA gebunden. Nach Elution mit
250mM Imidazol (A) wurde das Eluat Giber Konzentratoren eingeengt und mit TEV-
Protease versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde Uber Gelfiltration aufgereinigt und
fraktioniert (C). Das Signal des aufgereinigten AtVps26-Proteins liegt wie unschwer
zu erkennen ist im Signalrauschen. AtVps26 lag nur in kleinen Mengen vor und war
ferner unter diesen Bedingungen nicht vom Tag-tragenden Protein zu trennen. Damit
ist klar, dass dieses Verfahren zur Herstellung praparativer Mengen der
Retromerproteine ungeeignet ist. Die Bahnen im mit Coomassie gefarbten Gel (B)
sind wie folgt bezeichnet: M Molekularer Massenstandard, 1 und 2 solubilisierte
Einschlusskoérper, 3 an Nickelsdule ungebundenes Fusionsprotein, 4 250mM
Imidazol-Eluat, 5 TEV-Reaktionsprodukt

g

15423 asy-30 200 mk
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Da aber das Sediment nach dem Aufbruch der Zellen fast ausschlieBlich aus
dem gewunschten Fusionsprotein bestand (siehe Bild 2-13 B), wurde es direkt
durch praparative SDS-Gelelektrophorese gereinigt. Die Elektrophorese wurde
in 1 mm dicken Gelen durchgefuhrt und die gewlinschten Banden anschliel3end
mit KCI-Losung gefarbt und ausgeschnitten. Die erhaltenen Gelstiicke wurden
elektroeluiert und das gewonnene Protein konzentriert, um es zur
Antikdrperherstellung zu verwenden. Das gereinigte Protein wurde zur
Herstellung von Antikdrpern aus Kaninchen (New Zealand White) verwendet.
Polyklonale Antikorper wurden auf diese Weise gegen die rekombinanten GST-
Fusionsproteine von Vps35, Vps29 und Vps26 gewonnen und anschliefend an
Gesamtmembranextrakten aus Arabidopsis und Hefe getestet (siehe 2.5 und
2.6).

2.5 Kreuzreaktivitat zwischen Antikorpern aus Hefe und
Arabidopsis

Es stellte sich die Frage, ob sich die vorhandenen Antikdrper gegen
Arabidopsisretromerproteine auch in Hefe anwenden lielen. Da Antikorper
gegen die Proteine des Retromers aus Hefe vorlagen, die freundlicherweise
von Matthew Seaman zur Verfligung gestellt wurden, lag es nahe zu testen, ob
diese auch die Retromerproteine aus Arabidopsis erkennen wurden. Diese
sogenannte Kreuzreaktivitat von Antikorpern gegen die homologen Proteine
anderer Spezies konnte schon erfolgreich in speziestbergreifenden
Experimenten genutzt werden (Holstein, 1994).

Wie in Bild 2-14 zu sehen, ist alleine bei Verwendung der Antikorper gegen das
Arabidopsis Vps26 eine Kreuzreaktivitat zum korrespondierenden Hefeprotein
zu beobachten. Keiner der 2zwei Antikdrper gegen nichtpflanzliche
Retromerproteine (Anti-Hefe ScVps35p und Anti-Maus MmVps26) erkannte ein

Pflanzenprotein in den untersuchten Extrakten.
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2.6 Verteilung der Retromerproteine in subzellularen
Fraktionen

Bei der proteinbiochemischen Charakterisierung von neu zu beschreibenden
Proteinen geht es zunachst um die Frage, ob diese Proteine
membrangebunden oder cytosolisch in der Zelle vorliegen. Zur Untersuchung
der Verteilung zwischen membrangebundenen und cytosolischen Proteinen
wurde ein Fraktionierungsschema gewahlt, das bereits erfolgreich in Hefen und
Pflanzen angewandt wurde: siehe hierzu beispielsweise Rojo et al. (2003),
Seaman et al. (1998) und Nothwehr et al. (2000).

Die Homogenate von Arabidopsis- und Tabak-BY-2-Zellen wurden filtriert und
aufeinanderfolgenden Zentrifugationen bei 13000g und 100000g unterworfen.
Die drei erhaltenen Fraktionen P13 und P100 (Sedimente) und S100
(Uberstand) unterscheiden sich durch unterschiedlich angereicherte
Zellbestandteile. Wahrend Mitochondrien, Chloroplasten und

Zellwandbestandteile hauptsachlich im P13-Sediment vorliegen, enthalten die
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restlichen bei 100000g sedimentierten Membranen Organellen wie ER, Golgi
und andere (P100). Der Uberstand (S100) beinhaltet I5sliche Proteine. Alle drei
Fraktionen wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels
Immunoblot gegen AtVps35, AtVps26 und AtVps29 Antikdrper untersucht. Wie
in Bild 2-15 zu erkennen, ist Vps35 sowohl in Arabidopsis wie auch in Tabak-
BY-2 -Zellen hauptsachlich in den beiden Membranfraktionen vorhanden, aber
auch mit einem kleinen Anteil in der I6slichen S100-Fraktion. Im Gegensatz
dazu war wesentlich mehr des Vps26 Proteins in der S100 Fraktion zu finden
als in den zwei Membranfraktionen. Bei Vps29 ist die Situation analog zu der
von Vps35. Ahnliche Verteilungsunterschiede konnten auch schon in Hefe
zwischen den einzelnen Retromerproteinen beobachtet werden (Paravicini et
al.,, 1992; Seaman et al., 1998). Als Erklarung dieser Verteilung wurde von
Seaman et al. (1998) vorgeschlagen, dass Vps35p im wesentlichen an das
Pravakuolare Kompartiment (PVC) bindet, um den Rezeptor Vps10p zu
rekrutieren. Im Gegensatz dazu soll Vps29p vermutlich im Verbund mit Vps26p
dann die Bildung von oligomeren Vps35p/Vps10p-Komplexen in Domanen der

Membranknospung ermaoglichen.

P13 5100 P100 kD

VPS3S - 50
A thaliana VPS29 e — 21
VPS26 »——= I N g
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Bild 2-15: Reaktionen der Antikdrper gegen Arabidopsis Retromerproteine und deren
Lokalisation in Subzellularen Fraktionen von Arabidopsis- und Tabak-BY-2 -
Suspensionszellkulturen. P13 ist das Membransediment nach einer 20 minutigen
Zentrifugation bei 13000 g, P100 ist das Sediment aus der nachfolgenden
einstiindigen Zentrifugation des P13-Uberstands bei 100000 g. S100 ist der
l6sliche Uberstand nach dieser letzten 100000 g Zentrifugation. Die Immunoblots
wurden mit Vps35-, Vps26- und Vps29-Antikdrpern untersucht. Es wurden jeweils
40 pg Protein pro Bahn geladen.
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2.7 Abgeloste Vps35, Vps29, Vps26 Proteine verbleiben
zusammen als Subkomplex

Nachdem festgestellt wurde, dass Vps35, Vps29 und Vps26 allesamt auch an
Membranen binden, sollten zunachst die Eigenschaften der Membranbindung
untersucht werden. Um diese Eigenschaften naher zu bestimmen, wurde das
P100-Sediment aus Arabidopsiszellkulturen in verschiedenen LOsungen
steigender Solubilisierungsstarke resuspendiert, fur eine Stunde auf dem
Drehrad inkubiert und dann wieder bei 100000 g sedimentiert. Das neu
erhaltene Sediment wurde dann mittels Proteinimmunoblot auf die Anwesenheit
von Vps35 untersucht. Wie in Bild 2-16 zu erkennen, lasst sich der Hauptteil
des Vps35-Antigens dabei schon unter relativ milden Bedingungen von 250 mM
NaCl-Losung von den Membranen abdissoziieren. Ein vollstandiges
Abdissoziieren gelingt bei hdheren Salzkonzentrationen (1 M NaCl), mit 2 M
Harnstoff oder durch Detergenzbehandlung. Dies ist eine typische Eigenschaft
fur membranassoziierte Proteine, wie beispielsweise auch COPI und COPII-
Vesikelhullproteine  (Movafeghi et al.,, 1999) und wird ebenso in
Solubilisierungsexperimenten der Retromerproteine aus Hefen beobachtet
(Horazdovsky et al., 1997; Seaman et al., 1998).

S F ‘ S P S P ‘ S P S P
S R e -
0.25 M 1M 1M 2M 1% Triton
NaCl NaCl Na,CO, urea X-100

Bild 2-16: Dissoziation des grof’en Retromersubkomplexes von Arabidopsis P100 Membranen.
Arabidopsis P100 Membranen wurden in Homogenisationspuffer resuspendiert, der
mit 0,25 M NaCl, 1 M NaCl, 0,1 M Na,CO3;, 2 M Harnstoff oder 1 % Triton X-100
versetzt war, und fur eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Anschlie3end
wurden die Membranen vom Uberstand durch abermalige Zentrifugation bei
100000 g fur eine Stunde getrennt und von allen Proben jeweils 20 mg Protein
gelelektrophoretisch getrennt und im Immunoblot mit AtVps35-Antikdrpern
untersucht. Schon geringe Mengen Salz (250 mM) genliigen um dabei das
nachgewiesene Vps35 von den es enthaltenden Membranen weitestgehend
abzulésen. Schon mit den geringflgig starkeren Solubilisierungsmitteln gelingt dies
vollstandig. S: Solubilisat, P: Sediment.
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Um die membrangebundenen Retromerproteine untereinander auf
Wechselwirkungen zu prufen, wurde auf einer Superdex200-Saule eine
Gelfiltration mit dem Uberstand der 250 mM NaCl-behandelten Membranen
durchgefuhrt. Falls die Proteine miteinander interagieren, kénnten sie sich auch
nach ihrer Abdissoziierung von den Membranen als Komplex im Uberstand
befinden und sich durch Gelfiltration in komplexgebundener Form auftrennen
lassen.

Unter den Bedingungen der durchgefuhrten Gelfiltration erfolgte zuvor eine
Kalibration mit einem speziell fur Gelfiltrationen vorgesehenen Molekularen
Massenstandard-Eichsystem von Sigma-Aldrich (MW-GF-1000), so dass auch
eine GroRenbestimmung des eluierten Komplexes moglich war. Dabei wurden
die Massen der Alkoholdehydrogenase (145kDa), BSA (66kDa) und R-Amylase
(200kDa) in den gekennzeichneten Fraktionen detektiert. Im Anschluss an die
Gelfiltration wurden die eluierten Fraktionen mittels Immunoblot auf Vps35,
Vps26 und Vps29 untersucht (siehe Bild 2-17). Alle drei Retromerproteine
wurden dabei in einer Fraktion nachgewiesen, die durch die vorangegangene

Kalibration als 145 kDa-Bereich identifiziert wurde.

< 200kD
<— 145kD
<= B6kD

Vps35 (89 kD) ey
Vps26 (35 kD) -

Vps29 (21 kD) -
Fraktionen 10 11 12 13 14 15 16 17

Bild 2-17: Gelfiltration der mit 0,25 M NaCL-L6sung behandelten P100-Arabidopsis-Membranen.
Nach Behandlung der Arabidopsis P100-Membranen mit 0,25 M NaCl-Lésung wurden
die solubilisierten Proteine auf einer zuvor durch Massenstandards kalibrierten
Superdex 200-Saule einer Gelfiltration unterzogen. Die 0,5 ml Fraktionen wurden
anschlieend prazipitiert und daraufhin jeweils 20 mg Protein gelelektrophoretisch
getrennt und im Immunoblot mit AtVps35-, AtVps26-, sowie AtVps29-Antikorpern
untersucht. Alle drei Retromerproteine koeluierten in einer Fraktion, die als 145 kDa-
Bereich identifiziert wurde.



2 Ergebnisse 47

Die Masse von 145 kDa stimmt genau mit der Summe der Einzelmassen dieser
drei Retromerproteine Uberein und deutet darauf hin, dass sie nach
salzinduzierter Dissoziation gemeinsam von der Membranoberflache abgetrennt
werden und dabei verbunden bleiben. Des weiteren sind diese Ergebnisse

annahernd in Ubereinstimmung mit denen aus Hefe (Seaman et al.,1998).

2.8 Retromer bindet an PVC Membranen und Mikrovesikel

Die unterschiedlichen Organellen des Endomembransystems unterscheiden
sich in ihren physikochemischen Eigenschaften, beispielsweise ihrer Dichte.
Durch isopyknische Zentrifugation lassen sich Membranen nach ihrer Dichte
trennen und Uber spezifische Marker charakterisieren. Auch fur unbekannte,
membrangebundene Proteine lassen sich so Hinweise zu ihrer Lokalisierung
erhalten.

Um Anhaltspunkte zu finden welche Membranen Retromerkomplexe binden
konnen, wurden nun zunachst P100-Membranen isoliert und diese
anschlielend einer isopyknischen Zentrifugation unterworfen. Dabei wurden
sowohl P100-Membranen von Arabidopsis, als auch von BY-2 Zellkulturen auf
linearen Saccharosedichtegradienten aufgetrennt und die daraus erhaltenen
Fraktionen mit Antikorpern gegen AtVps35 und RGP (Marker des Golgi-
Apparat), Calnexin (ER), PM-ATPase (Plasmamembran), Pep12 (pravakuolares
Kompartiment) sowie VSR (pravakuolares Kompartiment) im Immunoblot
untersucht (siehe Bild 2-18 A und B). Abermals ist auch hier wie in den vorher
beschriebenen Experimenten eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen
den Gleichgewichtsverteilungen von Vps35 in Pflanzen- (besonders im Falle
von Arabidopsis P100 Membranen) und Hefegradienten zu beobachten (siehe
hierzu Abb. 5 in Seaman et al., 1998).
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A Arabidopsis
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Bild 2-18: Sedimentationseigenschaften von retromerbindenden Membranen in

Saccharosegradienten. (A) Arabidopsis P100 Membranen wurden auf einem
isopyknischen 15-55% (w/w) linearen Saccharosegradienten getrennt und die
Fraktionen mit folgenden Markern analysiert: dem ER-Membranmarker Calnexin, dem
Golgimarker RGP (Reverse Glycosylated Protein), dem Plasmamembranmarker PM-
ATPase, den PVC-Markern VSRa; und PEP12 (SYP21), sowie mit Vps35
Antikérpern. (B) Wie (A), allerdings mit BY-2 P100 Membranen. Es Ilasst sich
erkennen, dass Vps35 zwar vor allem mit den Markern des pravakuolaren
Kompartiments und teilweise auch mit dem Golgimarker (zumindest bei Arabidopsis)
Uberlappt, nicht hingegen mit den Markern des ERs und der Plasmamembran.

Vps35 ist im Wesentlichen in zwei Bereichen des Gradienten angereichert: Der
Hauptanteil befindet sich bei ca. 47 % Saccharosekonzentration und
entsprechend hoher Dichte. Er enthalt Membranbestandteile mit einem
entsprechend hohen Protein/Lipid-Verhaltnis wie es auch proteinbeschichtete
Vesikel aufweisen. Dies ist beispielsweise auch bei COP-Vesikeln der Fall
(Pimpl et al., 2000). In diesen Fraktionen waren keine PM-, Golgi-, ER- oder
PVC-Marker detektierbar. Ein breiterer Bereich zwischen 30 und 42%
Saccharosekonzentration enthalt ebenfalls Vps35, wenn auch in niedrigerer
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Konzentration. Bei diesen Dichten werden auch Membranen detektiert, die
VSRaw1 und Pep12 (Syp21) enthalten, und deshalb dem pravakuolaren
Kompartiment zugeordnet werden. Mit den Markerproteinen aus der
Plasmamembran und dem endoplasmatischen Retikulum gibt es hingegen
keine oder nur geringe Uberlappungen. Die Vps35-Profile in BY-2 Zellen
grenzen sich weniger deutlich in zwei getrennten Bereiche voneinander ab als
in Arabidopsis, decken aber den gleichen Konzentrationsbereich des
Gradienten ab. Auch die Pep12 und VSRat.1 Gleichgewichtsverteilungen sind
stark verbreitert, stimmen aber nach wie vor mit der weniger dichten Vps35
Fraktion Uberein.

Um zu uberprifen, ob zwischen den retromerhaltigen Membranen, dem PVC
und dem Golgi-Apparat auch ein funktioneller Zusammenhang besteht, sind
weitere Untersuchungen der mit Retromer angereicherten Membranfraktionen
notig (siehe 2.9 und 2.13.1) und daruber hinaus in situ-Lokalisationen mit Hilfe

verschiedener mikroskopischer Verfahren (siehe 2.10 und 2.11).

2.9 Elektronenmikroskopischer Nachweis von retromer-
beschichteten Vesikeln

In den hochdichten Fraktionen von Saccharosedichtegradienten wurden in
Arbeiten sowohl an Saugerzellen (Malhotra et al., 1989) wie auch an
Pflanzenzellen (Pimpl et al, 2000) schon erfolgreich COP-Vesikel
nachgewiesen. Da im zuvor beschriebenen Saccharosedichtegradienten (siehe
2.8) genau in diesen hochdichten Fraktionen keine detektierbaren Mengen an
PM-, Golgi-, ER- oder PVC-Markern vorhanden waren, wurde deren
Zusammensetzung weitergehend untersucht. Es sollte vor allem durch
Negativkontrastierung wie auch mittels Immunogoldmarkierung festgestellt
werden, ob Vesikel, insbesondere retromerbeschichtete Vesikel nachzuweisen
waren.

In der Ubersichtsaufnahme (siehe Bild 2-19 A) lassen sich neben
unspezifischen Membranfragmenten in diesen Fraktionen eindeutig
Clathrinbeschichtete Vesikel (CCVs) erkennen (Pfeile), aber auch eine
Population weiterer, von einer diffusen Hulle umgebener Vesikel (Pfeilkopfe).
Diese Vesikel sind im Vergleich zu CCVs mit einem Durchmesser von
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ca. 90 nm etwas groRer als letztere, besitzen allerdings keine symmetrische
Struktur (Bild 2-19 B).

JeXs

Bild 2-19: Arabidopsis P100 Membranen nach isopyknischer Zentrifugation auf einem 14 — 55%
(w/w) linearen Saccharosegradienten enthielten hochdichte Fraktionen, die mit einem
starken Vps35-Signal korrespondierten. Diese wurden negativkontrastiert und im
Elektronenmikroskop untersucht. In A ist eine Ubersichtsaufnahme aus diesen
Fraktionen abgebildet, in B ein starker vergroRerter Ausschnitt. C und D zeigen
mdgliche retromerbeschichtete Vesikel, die positiv mit Vps35- und Vps26-Antikdrpern
immunogoldmarkiert wurden. Pfeile weisen auf clathrinbeschichtete Vesikel,
Pfeilspitzen auf mogliche retromerbeschichtete Vesikel. Der Messbalken hat eine
Lange von 100 nm.
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Zur ldentifizierung moglicher retromerbeschichteter Vesikel wurden die in der
Ubersichtsaufnahme betrachteten Fraktionen auch mittels
Immunogoldnegativkontrastierung untersucht. Hierzu wurden AtVps35- und
AtVps26-Antikorper eingesetzt. In Bild 2-19 C und D ist zu erkennen, dass
diese Vesikel mit den Antikdrpern reagierten, womit es sehr wahrscheinlich ist,
dass es sich bei diesen um retromerbeschichtete Vesikel handelt.

2.10 Retromer ist in situ am PVC lokalisiert (CLSM)

Mit dem Vorliegen der Antikdrper gegen die Proteine des grolRen
Retromersubkomplexes ist es madglich Lokalisierungsexperimente
durchzufihren. Um einen ersten Uberblick ihrer Lokalisation in der Zelle zu
erhalten, eignet sich besonders die konfokale Laserscanningmikroskopie
(CLSM). Bei dieser Technik erscheinen die meisten Strukturen als punktférmige
Fluoreszenzsignale, wobei es die Auflosungsgrenze der Mikroskope nicht
erlaubt, Strukturen, die naher als 300 nm aneinander liegen, deutlich
voneinander zu unterscheiden. Vor allem der Einsatz von transformierten
Zelllinien und Antikdérpern bekannter Marker erlaubt es das Verhaltnis eines
unbekannten Proteins zu den in Frage kommenden Organellen zu klaren. Um
die punktformigen Signale allerdings weiter zu differenzieren und die
entsprechenden Strukturen oder Organellen zu erkennen, ist der Einsatz eines
Elektronenmikroskops mit seinem hoheren Aufldsungsvermdgen notwendig
(siehe 2.11).

Die Experimente zur in-situ-Lokalisation wurden in Kooperation mit Liwen Jiang
(Chinese University of Hong Kong) an den stabil transformierten Tabak-BY-2 -
Zelllinien, die entweder den gelbfluoreszierenden Golgimarker GONST1-YFP
oder den grunfluoreszierenden PVC-Marker VSR-GFP exprimierten,
durchgefuhrt. Dabei kamen samtliche gegen die Proteine Vps35, Vps26, sowie
Vps29 hergestellten Antikorper nach einer ProteinG-Sepharose-Aufreinigung
zum Einsatz. Wie in Bild 2-20 A zu erkennen, gibt es kaum eine Kolokalisation
zwischen Vps35 und dem Golgimarker, wahrend eine betrachtliche
Kolokalisation zwischen Vps35 und der Markierung des PVC-SNARES Pep12
zu beobachten ist.
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Bild 2-20: Lokalisierung von Retromer in Tabak BY-2 Zellen A: Markierung einer Gonst1-YFP
Uberexprimierenden Zelle mit Vps35 Antikérpern B: Doppelmarkierung mit Vps35-
und Pep12-Antikorpern in einer Gonst1-YFP Uberexprimierenden Zelle C: Wie B,
allerdings wurden statt Pep12- VSR.¢-Antikorper verwendet. In beiden Fallen war
ein hohes Mal an Kolokalisation zwischen Vps35 und Pep12 bzw. VSRaq
festzustellen und nahezu keine Kolokalisation mit dem Golgimarker. Messbalken =
10um.
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Ebensowenig war eine Kolokalisation beim Vergleich der Vps35- zur VSR-
Antikdrpermarkierung in derselben Zelllinie festzustellen (Bild 2-20 B und C).
Die Spezifitat der Vps35-Markierung wurde durch Kontrollexperimente mit
Praimmunserum und durch den Ersatz des Anti-Kaninchen
Sekundarantikorperkonjugats durch fluoreszierende Antiziegen-IgGs gestitzt
(Bild nicht gezeigt).

Des weiteren wurde eine gute Kolokalisation von Vps26 mit VSR in den
transformierten VSR-GFP Uberexprimierenden Zellen beobachtet (Bild 2-21 A).
Durch Antikérpermarkierung mit Fab-Fragmenten konnte auf3erdem ein hohes
Mal an Kolokalisation bei den Doppelmarkierungen mit Vps26 und Vps29 (Bild
2-21 B), sowie Vps29 und Vps35 (Bild 2-21 C) festgestellt werden. Dies deutet
darauf hin, dass die drei verschiedenen Retromerantikorper die selbe Struktur
markieren, wobei es sich bei dieser Struktur wahrscheinlich um das
pravakuolare Kompartiment handelt. Durch eine statistische Auswertung der
Markierung bestatigte sich, dass nur ca. 2% der Retromermarkierung mit dem
Golgi-Apparat hingegen uber 80% mit den PVC-Markern kolokalisieren (siehe
Tabelle 2-2).

Tabelle 2-2: Anteil der Kolokalisation der Retromerantikérpermarkierung im Vergleich zur Markierung mit
PVC- und Golgi-Markern bzw. untereinander.

Kombination Anteil Kolokalisation Anzahl Zellen
Vps35 / Pep12 82,2+1,5% 6
Vps35/ VSR 82,5% + 3,8% 5
VPS35/ GONST1 2,3% +1,7% 6
Vps26 / VSR 83,1% + 4,0% 7
Vps26 / Gonst1-YFP 84+2% 5
Vps26 / Vps29 80,9% £ 4,8 % 5
Vps35 / Vps29 81,9% + 5,9% 6
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Bild 2-21: Lokalisierung von Retromer in Tabak BY-2 Zellen A: Markierung einer VSR-YFP
Uberexprimierenden Zelle mit Vps26 Antikdrpern B: Doppelmarkierung mit Vps26-
und Vps29-Antikérpern in einer VSR-YFP U(berexprimierenden Zelle C: Wie B,
allerdings Vps29- und Vps35-Antikérper verwendet. In allen Fallen war ein hohes
Mall an Kolokalisation zwischen den betrachteten Proteinen festzustellen.
Messbalken = 10um.

2.11 Retromer lokalisiert in situ am PVC (EM)

Wie bereits erwahnt, ist es mittels Fluoreszenzmikroskopie nicht maglich,
hochauflosende ultrastrukturelle Informationen der Zelle zu erhalten (siehe Bild
2-21). Daher wurden zur weiteren Aufklarung der ultrastrukturellen Verhaltnisse
bzw. der markierten Organellen Immunogoldmarkierungen unter Einsatz der

Elektronenmikroskopie durchgefuhrt.
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Bereits vor einiger Zeit wurde nachgewiesen, dass die Multivesikularen Korper
durch VSR und Pep12 Antikdrper markiert werden und eindeutig als PVC

identifizierbar waren (Tse et al., 2004). Beim von den Retromerantikdrpern

markierten Organell handelt es sich ebenfalls um diese multivesikularen
Strukturen (siehe Bild 2-22).

: SE - ; ®h R A i 5 2 G REN v
Bild 2-22: Immunogold-Lokalisation von Retromer an MVBs in BY-2 Zellen. Die Antikdrper
gegen die Retromerproteine Vps35, Vps29 und Vps26 markieren die Oberflache der
Multivesikularen Kérper (MVBs). Die Pfeile weisen auf interne Vesikel derselben. Der
Messbalken hat eine Lange von 200nm.
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Die Markierung der Multivesikularen Korper durch die verwendeten Vps35-,
Vps26- und Vps29-Antikorper war auf oder nahe der begrenzenden Membran
der MVBs zu finden, wobei ein kleiner Teil auch die internen Vesikel markierte.
Ein ebenfalls kleiner Anteil der Retromerantikdrpermarkierung befand sich auch
an Golgi-Stapeln oder in deren Umgebung (siehe Bild 2-22 B). Diese Verteilung
ahnelt insgesamt sehr der mit VSR-Antikorpern erhaltenen Markierung der
MVBs in BY-2 -Zellen.

Immunogoldmarkierung auf Schnitten aus hochdruckgefrorenen,
gefriersubstituierten BY-2 -Zellen bestatigen somit die Daten aus der
Immunofluoreszenzmikroskopie (siehe Bild 2-21).

2.12 Wortmanninbehandlung trennt Vps35 und VSRAj.1
Wortmannin, ein Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-kinase (Vanhaesebroek et
al., 1997), beeinflusst nicht nur die Assoziation von Vps5p und Vps26p mit der
endosomalen Membran (Cozier et al., 2002; Arighi et al. 2004), sondern
verursacht auch ein Anschwellen der MVBs (Tse et al., 2004), einhergehend mit
dem Verlust der osmiophilen Plaques und einer Reduktion der internen Vesikel
dieses Organells. Vor allem ist Wortmannin aber gemal einer neueren Arbeit in
der Lage den BP80-Transport zur lytischen Vakuole in Pflanzen zu stéren und
sorgt daruber hinaus dafir, dass der BP80-Rezeptor selbst zur Vakuole
transportiert wird (daSilva et al., 2005). Es besteht somit eine gewisse
Ahnlichkeit zwischen den durch dominant-negative Mutationen der
Retromerproteine erzeugten Hefemutanten (Reddy und Seaman, 2001) und
dem durch Wortmannin verursachten Phanotyp. Es liegt also nahe, auch hier
den Effekt von Wortmannin zu untersuchen. Dies geschah mit Hilfe der
Immunfluoreszenzmikroskopie, die wie zuvor auch an BY-2 Zellen durchgeflhrt
wurde, allerdings unter Zugabe von Wortmannin in einer Konzentration von
16 ymol. Es stellte sich die Frage, ob die Signale der VSRat.1- und Vps35-
Markierung bei Wortmanninzugabe nach wie vor kolokalisierten.

Nach Zusatz von Wortmannin trennten sich die Signale von Vps35 und VSR
und es war keine Kolokalisation mehr festzustellen, wie es zuvor ohne die

Einwirkung von Wortmannin der Fall war (siehe Bild 2-23). Daruber hinaus kam
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es zu morphologischen Veranderungen in den behandelten Zellen. Wie in der
Literatur beschrieben andert das PVC unter diesen Bedingungen sowohl seine
Grole als auch sein Erscheinungsbild (Tse et al., 2004). Das VSRat.1-Signal
nimmt statt des gewohnten punktierten Aussehens meist eine stark vergroflerte

Gestalt u.a. in Form eines aufgeweiteten Rings an.

merged vergroRert

Bild 2-23: Wortmannin verandert die Verteilung von Retromer in Tabak BY-2-Zellen. BY-2-
Zellen, die den fluoreszierenden PVC-Marker VSR-GFP exprimierten, wurden
45 Minuten mit 16 pymol Wortmannin behandelt und anschlieBend mit Vps35-
Antikdrpern markiert. Wortmannin fihrte zur Trennung des PVC- und des
Retromer-Signals und darUber hinaus zum Anschwellen des PVC wie in der
Literatur beschrieben (Tse et al., 2004).

Diese Beobachtung lie® es moglich erscheinen, dass Wortmannin den grof3en,
Vps35- enthaltenden Subkomplex des Retromerkomplexes von der Oberflache
des PVCs entfernte. Zur Uberprifung dieser Hypothese wurden sowohl
Arabidopsis- wie auch BY-2 -Suspensionszellkulturen fir unterschiedliche
Zeitraume von bis zu sechs Stunden mit 16 ymol Wortmannin versetzt und aus
diesen Zellen S100 und P100-Fraktionen gewonnen. Diese Fraktionen wurden
wie zuvor beschrieben (siehe 2.6) mittels SDS-Gelelektrophorese und
anschlieBendem Western-Blot auf das Vorhandensein von Vps35 untersucht.

Die Westernblots wurden ebenso mit den vorhandenen Antikérpern gegen
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Vps29 und Vps26 untersucht, mit jeweils identischen Ergebnissen. Die Blots
zeigten, dass die Proteine noch in der Membranfraktion sind, nicht aber, an
welchen Membranen. Fir eine Abtrennung des groRen Subkomplexes von
endosomalen Membranen ins Cytosol fand sich somit selbst nach

sechsstundiger Inkubation mit Wortmannin kein Anhaltspunkt (siehe Bild 2-24).

Arabidopsis thaliana

Wortmannin + _ + _ + - + -
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Bild 2-24: Arabidopsis (A) und BY-2-Zellen (B) wurden mit 16um Wortmannin fur Zeitrdume von
20 Minuten bis zu sechs Stunden behandelt und anschlieRend S100 und P100
Fraktionen aus diesen Zellen hergestellt. Jeweils 20mg Protein von behandelten (+)
und Kontrollzellen (-) wurde durch SDS-Gelelektrophorese getrennt und im
Immunoblot gegen AtVps35-Antikdrper untersucht. Es ist unschwer zu erkennen, dass
Wortmannin nicht zur Abtrennung des groRen Retromersubkomplexes von
endosomalen Membranen ins Cytosol fihrt.

Die Messung des durchschnittlichen Abstands der VSRat.1- und Vsp35-Signale
zeigt, dass dieser mit 1 ym innerhalb des Durchmessers liegt, den das PVC
nach seinem Anschwellen durch die Wortmanninbehandlung erreicht (siehe
Tabelle 2-3). Der Literaturwert des Durchmessers des PVCs in unbehandelten
Zellen liegt bei ca. 0,5 uym (Tse et al.,, 2004). Moglicherweise liegt also die
Trennung der beiden Signale in einer raumlichen Neuverteilung zu
unterschiedlichen Domanen des PVCs begrindet. Interessanterweise ist der
Abstand zwischen PVC und Golgi-Apparat mit durchschnittlich 0,6 um um

einiges geringer.
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Tabelle 2-3: Messung des durchschnittlichen Abstands des Vps35 und des VSR-Signals in Wortmannin-

behandelten BY-2 Zellen (16 pm, 45 min)

Anzahl gemessener

Anzahl vergrof3erter

Anzahl Vps35-

Durchschnittlicher

Zellen PVCs ng;kAZﬁ; Abstand (um)
5 48° 53° 1,0 +0,6°

a Anzahl vergroRerter YFP-BP80-markierter PVCs
b Anzahl Vps35-markierter, an das vergroRerte PVC angrenzender Organellen
¢ Durchschnittlicher Abstand zwischen dem vergréfRerten YFP-BP80-markierten

PVC und dem nachsten Vps35-markierten Organell

2.13 Funktionelle Eigenschaften des Retromer

Im ersten Teil der Arbeit gelang es einen Uberblick zu erhalten (iber die
Eigenschaften der Retromerproteine, also ihr Verhalten im Dichtegradienten,
ihre Membranassoziation und auch ihre Lokalisation. Nun sollten in ersten
Experimenten Erkenntnisse gewonnen werden Uber ihre funktionellen
Eigenschaften, insbesondere mit welchen Proteinen in Pflanzen Retromer in
Wechselwirkung tritt oder wie sich moglicherweise eine Stérung des

retromervermittelten Transports auswirkt.

2.13.1 VSRAat.1 lasst sich mit Vps35-Antikorpern immunprazipitieren

Wie in der Einleitung beschrieben sorgt Retromer in Hefen fur den
Rucktransport des Vps10-Rezeptors zum TGN. In der Literatur zum humanen
und Heferetromersystem wird jeweils das Protein Vps35 als primarer
Interaktionspartner angesehen. Da BP-80 das funktionelle Homolog des
Vps10p aus Hefe ist (Humair et al., 2001), ist es somit wahrscheinlich, dass
auch BP80 via retromervermitteltem Transport vom PVC zum Trans-Golgi
gelangt. Zum Nachweis solcher Protein-Protein-Wechselwirkungen gibt es
verschiedene Methoden (Phizicky und Fields, 1995; Drewes und Bouwmeester,
2003). Da Antikorper gegen das Arabidopsis-Vps35 zur Verfugung standen,
liegt es nahe mit Hilfe von Immunprazipitationen solche
Wechselwirkungspartner zu identifizieren.

Unter Verwendung der Vps35-Antikdrper, die kovalent an ProteinG-Sepharose

gekoppelt wurden, gelang es Vps35 zu prazipitieren und mit ihm ein Antigen,
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das mit den VSRaw1-Antikorpern reagierte (siehe Bild 2-25). Bei den
untersuchten Proben handelte es sich um die aus Arabidopsis P100-
Membranen mittels Saccharosedichtegradientenzentrifugation angereicherte
Vesikelpopulation. In diesen Fraktionen wurden zunachst die Membranen mit
CHAPS  solubilisiet und die  detergenzunlosliche Phase  durch
Ultrazentrifugation abgetrennt. Der erhaltene Uberstand fand dann Verwendung
in der eigentlichen Immunprazipitation. Als Positivkontrolle diente ein

Arabidopsisgesamtmembransediment.

VPS35 VSR1,,,
1 2 345 6

VPS35 > < VSR1, ,

Bild 2-25: VSRa.s koimmunprazipitiert mit Vps35-Antikérpern. Die vereinigten Fraktionen der
Dichten von 47 bis 50% (w/w) Saccharose eines linearen
Saccharosedichtegradienten aus Arabidopsis P100-Membranen wurden mit CHAPS
behandelt und anschlieRend eine Stunde bei 100000 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dann mit Vps35- oder VSRu.1-Antikorpern, die kovalent an Sepharose CL-6B-
Beads gebunden waren, immunprazipitiert. Gebundene Proteine wurden
anschlieBend von den Beads mit Glycin bei einem pH-Wert von 2,5 eluiert,
neutralisiert und gefallt. Im linken Blot in Bahn 1 ist die Positivkontrolle zu sehen, die
die Prazipitation von Vps35 mit Vps35-Antikérpern zeigt, in Bahn 2 die
entsprechende Negativkontrolle mit Beads an die Kontrollantikdrper gebunden
waren. Bahn 3 enthielt Marker, Bahn 4 eine Negativkontrolle analog zu Bahn 2,
Bahn 5 eine Negativkontrolle mit unbeladenen Beads und Bahn 6 die von Anti-
Vps35-Beads eluierten Proteine. Die Immunoblots wurden mit Vps35- (Bahn 1) oder
VSRat.1-Antikdrpern untersucht. Aufgetragen wurden jeweils 20 mg Protein.

Zusatzlich wurden die Eluate der Immunprazipitationsexperimente einer 2D-

Gelelektrophorese unterzogen. Nach deren Transfer auf
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Nitrocellulosemembranen durch Western-Blot wurden diese mit dem Vps35-
Antikorper untersucht. Im Anschluss an einen Waschschritt (ohne Entfernung
der Primarantikdrper) wurde die Blotmembran mit Anti-VSRat1-Antikorpern
inkubiert (siehe Bild 2-26). Es konnte fur beide Proteine ein Signal mit dem
jeweils zu erwartenden Molekulargewicht sowie dem vorausberechneten

isoelektrischen Punkt (pl) detektiert werden.

pH 3 pH 10

.- 90KkD

VPS35

."l'

80kD

VSR1,,,

pl5.29  pl5.92

Bild 2-26: 2D-Gelelektrophorese immunprazipitierter Proteine. Zuerst wurden die Prazipitate
einer isoelektrischen Fokussierung, danach einer klassischen SDS-PAGE-
Gelelektrophorese unterzogen. Der anschlieflend durchgefiihrte Immunoblot wurde
mit Vps35-Antikérpern untersucht und nach dem Entfernen derselben (,Strippen®)
ebenso mit VSRa-Antikérpern. Fir Vps35 wurde ein Signal mit einer Masse von ca.
90 kD und einem pl von ca. 5,3 gefunden. Fiir VSR bei ca. 80 kD und einem pl von
ca. 5,9. Da beide Antiseren aus Kaninchen stammen, ist im unteren Blot ein
Restsignal von Vps35 zu erkennen.

2.13.2 Inhibition des retromervermittelten Transports
Die Ergebnisse aus dem vorigen Abschnitt (2.13.1) legen eine Wechselwirkung
zwischen Retromer und VSR nahe. Eine Beteiligung der Retromerproteine am
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retrograden Transport zum TGN ist dadurch jedoch noch nicht bewiesen. Der
funktionelle Beweis sollte mit Hilfe dominant-negativer Mutationen am AtVPS26
mit dem in der Gruppe von J. Denecke (University of Leeds) entwickelten
Amylase-Assay (daSilva et al., 2005) erbracht werden.

Wie aus der Arbeit von Reddy und Seaman (2001) bekannt, konnten in Hefen
verschiedene dominant-negative Mutanten (dn-Mutanten) hergestellt werden.
Die genetisch eindeutig beschriebenen Mutanten sind dabei die des VPS26. Im
Falle der I1172A und S173P-Mutationen handelt es sich um dominant-negative
Mutationen, d.h. die Mutante exprimiert ein inaktives Vps26-Protein und es wird
eine unprozessierte Form der Hydrolase CpY sekretiert. Ahnlich dem Phénotyp
der Vps26-Knockout-Mutante (AVps26) wird auch in diesen Fallen die
Retromerfunktion gehemmt und der Vps10-Rezeptor nicht mehr zum TGN
rezykliert, sondern in der Vakuole proteolytisch gespalten. Falls die Hemmung
des retrograden Transports der vakuolaren Sortierungsrezeptoren auch in
Pflanzen die korrekte Ruckfuhrung derselben verhindert, sollten sich diese im
PVC anreichern und zur Vakuole transportiert werden. Letztenendes sollte also
einen Phanotyp zu beobachten sein, wie er auch nach Wortmanninbehandlung
vorliegt. Dies macht einen korrekten Transport der Frachtmolekule zur Vakuole
unmoglich, da der Rezeptor nicht mehr fur die Sortierung am TGN zur
Verfugung steht. Folglich kame es zu einer Sekretion vakuolarer Proteine.

Die Auswirkung der Wortmanninbehandlung im Amylase-Assay an
Tabakprotoplasten ist in Bild 2-27 schematisch dargestellt. Das kunstlich
erzeugte Frachtmolekll a-Amylase-spo, ein Fusionsprotein aus a-Amylase und
der vakuolaren Sortiersequenz des Sporamins, wird nicht mehr zur Vakuole
transportiert, sondern sekretiert. Diese Anderung seines Sekretionsverhaltens
ist messbar und findet seinen Ausdruck in einem veranderten Sekretionsindex.
Der Sekretionsindex ist definiert als der Quotient aus der Gesamtaktivitat der
sekretierten a-Amylase und der in der Zelle verbliebenen o-Amylase. Die
Amylase bietet, da ihre Aktivitat proportional zu ihrer Konzentration ist, einen
direkten, messbaren Zugang zum Sekretionsindex (siehe Pimpl und Denecke,
2002).
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Bild 2-27: Schematische Darstellung des BP80-Zyklus und Modell der Wirkung von Wortmannin
im Amylase-Assay. A: Unter physiologischen Bedingungen zykliert BP80 zwischen
Golgi-Apparat und PVC. Nach dem anterograden Transport der Fracht zum PVC wird
der Rezeptor wieder zum Golgi-Apparat rezykliert (schwarze Pfeile: Rezeptoren,
weille Pfeile: Liganden). B: Wortmannin verhindert das Recycling des Rezeptors.
Stattdessen wird BP80 in der Vakuole abgebaut und seine Liganden sekretiert. C: Bei
Protoplasten, die mit Wortmannin behandelt wurden, zeigt sich dieser Effekt im
ansteigenden Sekretionsindex des Amylase-Sporamins. Dies kann jedoch durch die
Kotransformation von Wildtyp-BP80 partiell kompensiert werden. Abgebildet ist der
Sekretionsindex, jeweils fur Amylase (weil3) und Amylase-Sporamin (grau). Abbildung
modifiziert nach daSilva et al., 2005.

Analog zu den Experimenten in Hefen sollte auch in Pflanzen durch

Uberexpression von dn-Vps26-Mutanten eine entsprechende Stérung des
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Transports zur Vakuole erreicht werden. In der Hoffnung einen solchen
dominant-negativen Effekt zu erzielen, wurden hierzu wie in Bild 2-28 zu sehen,
drei verschiedene Mutanten von VPS26 hergestellt, die jeweils an der 143-I
oder 144-V-Position variiert wurden. Bei diesen beiden Positionen handelt es
sich um die in einem Alignment identifizierten, dem Hefeprotein entsprechenden
Positionen, die Reddy und Seaman (2001) in ihrer Arbeit entsprechend
mutierten. Bei den drei Mutanten handelte es sich um 1143A, V144P und
IV143,144AP. Fur die genauen Sequenzen der transformierten Plasmide sei auf
die Abschnitte 4.6.11 und 6.2 verwiesen.

190 200 210 220 230 240

YRFEFRNVEMPYES YIMGEWWVRLR Y|JLKV T T\RIH RN . Hsi
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[(FV:FEF OGIVEIMPYES YIGINNV LR Y)JL :FAT IMRIARN . Hs2
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Bild 2-28: Konstruktion von dominant-negativen VPS26-Mutanten. In der unteren Zeile des
Alignments sind die von Seaman et al. (2001) mutierten Positionen markiert. In Hefe
zeigten die 1172A und S173P-Mutationen einen dominant-negativen Effekt durch
Expression inaktiver Vps26-Proteine. Diese inhibierten den retrograden Vps10p-
Transport und sekretierten CpY. Beim Protein aus Arabidopsis sind die
entsprechenden, homologen Positionen markiert. Um im Amylase-Assay einen
ahnlichen Effekt zu erzielen, wurden drei Mutanten hergestellt, bei denen es sich um
1143A, V144P und IV143,144AP handelte.

Diese Mutanten wurden mit einer konstanten Menge oAmylase-Sporamin
kotransformiert. Die Expression der transformierten Vps26-Proteine wurde
zunachst im Immunoblot geprift (siehe Bild 2-29 A) und anschlieend der
Sekretionsindex bestimmt und gegen die elektroporierte Menge an DNA der
verschiedenen Vps26-Varietaten aufgetragen. Es wurde schnell deutlich, dass
samtliche Mutanten nur schwach exprimiert wurden. Allerdings konnen auch
geringe Mengen dieser mutierten Proteine durch irreversible Bindung zu einer
Inhibition des retromervermittelten Transports fuhren, das Gesamtsystem
nachhaltig aus dem Gleichgewichtszustand bringen und fur einen messbaren
Effekt sorgen.
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Bild 2-29: Expression von Vps26-Mutanten und deren Einfluss auf die Sekretion. A:Im
Gegensatz zum Wildtypprotein werden die Vps26-Mutanten bei gleicher
Transformationsmenge wesentlich schwacher exprimiert. B: Weder beim Wildtyp-
Vps26 noch bei samtlichen Mutanten des Vps26 konnte ein veranderter
Sekretionsindex gemessen werden. Als Positivkontrolle dienten mit 10 pmol
Wortmannin versetzte Protoplasten. Auch die Uberexpression von Vps35 und
Vps29-Wildtypproteinen sowie den an Fluoreszenzmarker fusionierten Vps26 und
Vps29 bewirkte keine Erhohung des Sekretionsindex.
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Daher wurden neben den Mutanten auch alle anderen Wildtyp-Proteine
transformiert, da dies ebenso einen Einfluss auf die Sekretion haben konnte,
beispielsweise durch eine Art ,Titrationseffekt gegentiber dem Rezeptor oder
anderen Bestandteilen des Retromerkomplexes (siehe 3.6.1). Selbst mit hohen
Transformationsmengen konnte allerdings weder bei den Mutanten noch bei
allen sonst getesteten Wildtyp-Retromerproteinen eine Sekretion von
vakuolaren Frachtmolekilen gemessen werden (siehe Bild 2-29 B). Dies war

auch bei den Fusionsproteinen mit Fluoreszenzmarkern der Fall.

2.13.3 Expression von fluoreszenzmarkierten Retromerproteinen in
Tabakprotoplasten

Bei gleichzeitiger Transformation von YFP- und CFP-Fusionsproteinen kann
manchmal eine Protein-Proteininteraktion mit Hilfe des sogenannten FRET-
Effekts® nachgewiesen werden (Bhat et al, 2006). Dabei wird das eine
Chromophor auf seiner Absorptionswellenlange angeregt und udbertragt in
einem strahlungslosen Transfer die Anregungsenergie auf das Chromophor des
Wechselwirkungspartners, der diese dann auf seiner charakteristischen
Emissionswellenlange wieder abgibt (siehe Bild 2-30). Zwar kann ein
Energietransfer eine Wechselwirkung nachweisen, sein Ausbleiben schlie3t das
Vorhandensein einer Wechselwirkung allerdings nicht aus. Mit Hilfe des FRET-
Effekts sollte versucht werden, Wechselwirkungen zwischen Retromerproteinen
und dem vakuolaren Sortierungsrezeptor nachzuweisen.

Statt den zuvor verwendeten Vps26-Transformanten wurden daher die
entsprechenden XFP-Fusionsproteinkonstrukte transformiert. Diese trugen
jeweils C-terminal die Sequenz fir das gelb oder blau fluoreszierende Protein
(YFP oder CFP). Ebenso wurden die korrespondierenden Vps29-Konstrukte
transformiert. Vom maoglichen Wechselwirkungspartner der Retromerproteine,
dem VSR, lagen Fluoreszenzkonstrukte vor, u.a. ein cGFP-markiertes BP80.

® FRET von Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
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Bild 2-30:

Der Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) ist ein bereits 1948 entdecktes
Phdnomen. Seine Erscheinung beruht auf einem strahlungslosen Energietransfer von einem
angeregten Chromophor auf ein als Akzeptor agierendes anderes Chromophor. In
biologischen Systemen kénnen beispielsweise CFP und YFP als ein FRET-Paar auftreten. In
B ist das Absorptions- und Emmisionsspektrum beider Fluoreszenzproteine abgebildet. Der
Uberlapp zwischen CFP-Emission und YFP-Absorption (schattiert) ist dabei eine notwendige
Bedingung fiir das Auftreten des FRET. Die Starke des Effekts hangt u.a. auch vom Abstand
der beiden Transferpartner, sowie vom sog. Forster-Radius ry, einer Konstante flr jedes
FRET-Paar, ab. Bei einem Abstand von r, betragt die Intensitat des FRET-Effekts genau die
Halfter des Maximums. Bei CFP/YFP betragt r,=5nm. Somit kann ein gemessener FRET auf
die Wechselwirkung zweier an Chromophore fusionierter Proteine hinweisen (A).

Quelle Abbildung: (A) Bhat et al, 2006
(B) www.semrock.com
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Nachdem in den
transformierten Proto-
plasten die Expression
der Fusionsproteine
durch Immunoblot
nachgewiesen war
(siehe Bild 2-31),
wurden sie mittels
Fluoreszenzmikros-

kopie im CLSM unter-
sucht. In den transfor-
mierten  Protoplasten

konnte zwar eine

Fluoreszenz des Fusionsproteins beobachtet werden, allerdings nicht in

distinkten Organellen, sondern nur im Zellkern und geringfugig im Cytosol

(siehe Bild 2-32). Zur Kontrolle wurden ein Golgimarker und das in der Arbeit
von daSilva et al. (2005) beschriebene cGFP-BP80 kotransformiert. Die

fluoreszenzmarkierten Vps29-Fusionsproteine lokalisierten identisch zu den

Vps26-Fusionsproteinen.

10.00 g

10 pm

Bild 2-32: Mit Vps26-YFP transformierter Tabakmesophyllprotoplast. Die Markierung
befindet sich im Zellkern und in geringem Ausmall im Cytosol. Die
punktierten grinen Strukturen im rechten Teil der Abbildung stammen von

cGFP-markiertem BP80.
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Aufgrund ihrer Lokalisation im Cytosol und im Zellkern war es jedoch nicht
sinnvoll die XFP-Retromerproteine in FRET-Experimenten mit dem cGFP-

fusionierten BP80 zu verwenden.
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3 DISKUSSION und AUSBLICK

3.1 ldentifikation, Klonierung und Expression von pflanzlichen
Retromerhomologen

Der Retromerkomplex in Hefe wird aus zwei Subkomplexen gebildet, einem
grélReren aus Vps35, Vps29 und Vps26 sowie einem kleineren aus Vps17 und
Vps5. Alle 5 Proteine sind in Hefe essentiell zur korrekten Funktion des
Proteinrecyclings vom Endosom zum trans-Golgi (Seaman, 2005). Zu jedem
der Retromerproteine mit Ausnahme des Vps17 wurden in dieser Arbeit ein
oder mehrere Homologe in Arabidopsis identifiziert. Aufgrund der hier
durchgefuhrten Sequenzalignments (siehe 2.1) sowie Arbeiten anderer
Gruppen (Haft et al., 2000) erscheinen die identifizierten Proteine des
Retromerkomplexes auch in Arabidopsis evolutionar konserviert und kdnnten
auch in Pflanzen eine entsprechende Rolle als Hullproteinkomplex beim
Rezeptorrecycling spielen. Das Fehlen von Vps17 spiegelt moglicherweise die
Situation in Saugerzellen wider, in denen neuere Untersuchungen in Zweifel
ziehen, ob es sich beim Sorting Nexin 2 (SNX2), dem moglichen Homologen zu
Vps17p, um einen Bestandteil des Retromerkomplexes handelt (Gullapalli et al.,
2004; Seaman, 2005).

Die in dieser Arbeit gefundene Metallo-Phosphoesterasedomane des AtVps29
(siehe 2.1) wurde so auch im Vps29 des Menschen und der Hefe beschrieben.
Das Hefehomologe wurde dartber hinaus durch Analyse seiner Kristallstruktur
charakterisiert (Wang et al., 2005; Collins et al., 2005). Eine erst vor kurzem
erschienene Arbeit von Damen et al. (2006) setzt die Metallo-
Phosphoesterasedomane des hVps29 in eine enge Beziehung zur
Funktionsweise des Retromers. Die Phosphataseaktivitat von Vps29 gegenlber
dem serinphosphorylierten sauren Dileucinclustermotiv des Rezeptors wird
durch die Anwesenheit von Vps26 und Vps35 stark erhoht. Daher postulieren
die Autoren ein Modell bei dem nach der Bindung des hVps35 an den
Mannose-6-Phosphatrezeptor, dieser durch hVps29 dephosphoryliert wird und

dadurch den retromervermittelten Transport des Rezeptors zum TGN initiiert.
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AulRer Vps29 kommen alle Retromerproteine aus Arabidopsis in mehreren
unterschiedlichen Isoformen vor. Auch die Komponenten der COP-Vesikel
existieren in verschiedenen Isoformen, ebenso die BP80-Homologen aus
Arabidopsis. Der Grund fur das Vorhandensein verschiedener Isoformen ist zur
Zeit unklar. Moglicherweise dienen die verschiedenen Isoformen zur
Herausbildung unterschiedlicher Retromerassemblierungen, die wiederum
verschiedene Rezeptoren rezyklieren. Die zuvor erwahnten BP80-Homologen
werden beispielsweise in Arabidopsis in 6 verschiedenen Isoformen kodiert
(Hadlington und Denecke, 2000). Auch eine gewebsspezifische Expression ist
nicht ausgeschlossen, wozu erste, einfache Tests mit Hilfe der Datenbank des

Genevestigator moglich waren (https://www.genevestigator.ethz.ch/).

Bei der klonierten Isoform von Vps26 wurde neben der in den Datenbanken
dokumentierten Sequenz eine weitere Sequenz mit einem alternativen Splicing
identifiziert. Bei dieser Variante wird ein komplettes Exon nicht transkribiert. Die
dadurch entstandene mRNA ist 75bp kirzer (siehe 6.2.3). Im menschlichen
Organismus tritt dieses Phanomen hauptsachlich bei Proteinen in Erscheinung,
die mit der Signal- und Genregulation in Verbindung stehen, wie beispielsweise
Rezeptoren, Signaltransduktions- und transkriptionsfaktoren (Modrek und Lee,
2002). Kazan (2003) nimmt an, dass alternatives Splicing in Pflanzen von
Vorteil sein kdnnte beim Erwerb von Uberlebenswichtigen Eigenschaften unter
Stress, da es fur verstarkte evolutionare Anpassungen sorgt.

Die rekombinante Expression von AtVps5 in E. coli gelang in l6slicher Form, im
Gegensatz zu den Proteinen des grofleren Retromersubkomplexes (Vps35,
Vps29, Vps26), die nur in unldslichen Einschlusskorpern (inclusion bodies)
exprimiert wurden. Bei der Reinigung des Vps5 kam es zu spezifischem,
C-terminalen Abbau, wie er auch beim Homologen aus Hefe von Seaman et al.
(1998) beschrieben wurde.

3.2 Retromerproteine und ihre Bindung an Membranen
Viele cytosolische Proteine, die im Vesikeltransport eine Rolle spielen

assoziieren sich mit Membranen um ihre Funktion austiben zu konnen. Deshalb


https://www.genevestigator.ethz.ch/

3 DISKUSSION und AUSBLICK 72

wurde durch differentielle Zentrifugationen (siehe 2.6) untersucht, ob die
Proteine des Retromerkomplexes membrangebunden oder I0slich vorliegen.

Die Verteilung auf die P13-, S100- und P100-Fraktionen zeigte, dass in
Pflanzen Vps35 und Vps29 nur zu geringen Teilen in der cytosolischen Fraktion
und hauptsachlich membrangebunden auftreten und bestatigten so die
Erkenntnisse aus Hefe. Vps26 hingegen war vor allem im Cytosol zu finden und
in wesentlich geringerem Ausmal in den Membranfraktionen. Als Erklarung
dieser Verteilung wurde von Seaman et al. (1998) vorgeschlagen, dass Vps35p
im Verbund mit Vps29 im wesentlichen an das Pravakuolare Kompartiment
(PVC) bindet, um den Rezeptor Vps10p zu rekrutieren. Im Gegensatz dazu soll
Vps26p dann die Bindung von oligomeren Vps35p/Vps29p/Vps10p-Komplexen
an assemblierte Vps5p/Vps17p-Komplexe in Zonen der Membranknospung
ermoglichen und schliel3lich zur Vesikelbildung fuhren. Das gegenwartige
Modell des retromervermittelten Transport sieht vor allem die Auftrennung des
Retromerkomplexes in zwei Subkomplexe vor, einen groReren zur Erkennung
und Rekrutierung des Rezeptors (Vps35, Vps29, Vps26) wahrend der kleinere
Subkomplex (Vps5, Vps17) fur die Bildung der Transportvesikel sorgt. Fur eine
genauere Beschreibung dieses Modells sei auf die Einleitung (siehe 1.5)
verwiesen.

Welcher Art und wie stark die Bindung an die Membranen ist, sollte durch das
Solubilisierungsexperiment mit den P100-Membranen analysiert werden. Durch
unterschiedliche Solubilisierungsagentien wurde gezeigt, dass sich Vps35
schon unter relativ milden Bedingungen (250 mM NaCl) von den mikrosomalen
Membranen dissoziieren lasst. Da darUberhinaus auch bei der Domanensuche
(siehe 2.1) keine Transmembrandomanen erkennbar waren, handelt es sich bei
Vps35 aller Wahrscheinlichkeit nach um ein peripher assoziiertes
Membranprotein. Diese extrinsische Membranbindung koénnte beispielsweise
uber zum Golgi zurickzutransportierende Rezeptoren erfolgen. Integrale
Membranproteine, wie beispielsweise Pep12 werden hingegen erst durch
Detergenzbehandlung solubilisiert (Rojo et al, 2003).

Die im Anschluss an die Dissoziation durchgefuhrte Gelfiltration zeigte, dass
auch der Retromerkomplexes aus Arabidopsis vermutlich aus 2 Subkomplexen
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aufgebaut ist. Die einzelnen Komponenten des heterotrimeren grof3en
Subkomplexes des Retromers koeluieren in derselben Fraktion. Diese Fraktion
stimmt zudem genau mit der erwarteten Masse aus der Summe der drei
Einzelproteine Vps35, Vps26 und Vps29 uberein.

Damit wurden die Ergebnisse aus Hefe bestatigt und dartuber hinaus die
Hypothese gestlutzt, dass sich die beiden Subkomplexe funktionell in eine
Frachterkennungseinheit und eine Vesikulierungseinheit differenzieren
(Seaman et al., 1998; Seaman, 2005).

3.3 Retromer bindet an PVC Membranen und retromer-
beschichtete Mikrovesikel

In den Arbeiten mit Hefe und Saugerzellen wird stets die Existenz von aus den
funf retromerbildenden Proteinen aufgebauten retromerbeschichteten Vesikeln
postuliert. Solche Vesikel wurden allerdings in diesen Arbeiten nie isoliert oder
in situ identifiziert. Bisher gab es auch nur indirekte Hinweise, die fur die
Existenz solcher Vesikel sprechen. Diese wurden durch Immunoblots nach
vorangegangener Gelfiltration von P100-Membranen gewonnen (Seaman et al.,
1998). Wie schon unter 2.8 erwahnt, sind die Profile in der Verteilung von
Vps35 aus P100-Membranen auf linearen Saccharosedichtegradienten in
Hefen sehr ahnlich zu den analog aus Arabidosis erhaltenen Ergebnissen
(Seaman et al., 1997, 1998). In beiden Fallen ist Vps35 in einem Bereich
niedriger Dichte gemeinsam mit endosomalen und PVC-Markern und
daruberhinaus verstarkt in den hochdichten Fraktionen zu finden. Seaman et al.
(1998) vermuteten, dass diese hochdichten Fraktionen Teil einer Population
von beschichteten Vesikeln oder Tubuli sein konnten. Durch die
Negativkontrastierung dieser Fraktionen konnte nun in Pflanzen gezeigt
werden, dass dies tatsachlich der Fall ist. Beschichtete Vesikel mit einem
Durchmesser von ca. 90nm waren deutlich unterscheidbar von
clathrinbeschichteten Vesikeln und konnten mit Vps35- und Vps26-Antikorpern

markiert werden.
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3.4 Retromer ist an MVBs/PVC in situ lokalisiert

Fast alle der hauptsachlich auf genetischen Experimenten basierenden
Arbeiten zu Retromer kommen zum Schluss, dass die Retromerproteine am
PVC lokalisiert sind. Allerdings wurde bis jetzt nur eine Arbeit aus Hefe mit in
situ Daten zur Lokalisation veroffentlicht (Seaman et al. 1998). Doch auch in
den dort beschriebenen Experimenten wurden die Immunogoldmarkierungen an
Kryoschnitten einer Mutante mit einem strukturell stark veranderten PVC
durchgefuhrt.

Bis heute fehlt eine Lokalisation von Retromerproteinen durch
Immunfluoreszenz in Wildtyp-Hefezellen. In Saugerzellen wurden allerdings
schon einzelne Retromerproteine sowohl durch Immunogoldmarkierungen als
auch durch Immunfluoreszenz erfolgreich lokalisiert. Dabei wurden Snx1 und
mVps26 mittels Immunogoldelektronenmikroskopie an tubuldren Auswichsen
von Endosomen nachgewiesen (Zhong et al., 2002; Arighi et al., 2004). Auch
diese Endosomen wiesen des weiteren multivesikulare Strukturen auf (Seaman,
2004). Immunfluoreszenzmarkierungen an Hela-Zellen zeigten eine
betrachtliche Kolokalisation des mVps26 mit dem Transferrinrezeptor, einem
Marker fur Frihe Endosomen, allerdings nicht mit dem TGN-Marker TGN46
(Arighi et al.,, 2004). In der letzteren Arbeit wurde auch eine partielle
Kolokalisation von mVps26 mit einem Mannose-6-Phosphatrezeptor
beschrieben, der vermutlich von Retromer zum TGN rezykliert wird (siehe auch
Einleitung 1.5).

Bei den in dieser Arbeit durchgeflihrten Lokalisationsexperimenten an BY-2 -
Zellen kolokalisierten Vps35, Vps29 und Vps26 im CLSM sowohl mit Standard-
PVC-Markern wie auch mit VSRat.1. Dartiberhinaus wurde gezeigt, dass auch
bei Immunogoldmarkierungen alle drei AntikOrper gegen Retromerproteine
spezifisch an den MVBs von BY-2 -Zellen lokalisierten. MVBs werden ebenfalls
mit VSRat.1-Antikdrpern markiert (Li et al., 2002; Tse et al., 2004). Die in dieser
Arbeit beschriebenen Experimente zur Lokalisation einzelner
Retromerbestandteile in Pflanzenzellen (siehe 2.10 und 2.11) gehen Uber die
bisherigen Ergebnisse der an Hefe und Saugerzellen durchgefuhrten
Untersuchungen hinaus. Da die Markierungen durch RetromerantikOrper stets
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an der Aulenseite der MVBs zu finden waren liegt es nahe, den Ort der
Retromerfunktion an der Oberflache der MVBs zu vermuten.

In Saugerzellen erscheint im Vergleich die mVps26-Immunogoldmarkierung nur
zu 25% am eigentlichen Korper der multivesikularen Endosomen, der Hauptteil
der Markierung ist an tubularen Ausstulpungen derselben zu detektieren (Arighi
et al., 2004). Die Autoren erklaren diese Verteilung mit der Anwesenheit der
BAR-Domanen von SNX1 und SNX2, den Homologen von Vps5p und Vps17p.
Diese haben die Eigenschaft miteinander zu assemblieren (Seaman et al.,
1998; Kurten et al., 2001; Seaman, 2005) und sind daher moglicherweise der
Grund fur diese Ausstiulpungen und die daran zu erkennende Markierung. Zum
gegenwartigen Stand der Forschung ist es allerdings nicht mdglich zu
entscheiden, ob es sich bei dem multivesikularen PVC um das frihe oder das
spate Endosom handelt. An der Oberflache des markierten Organells ist
eindeutig eine elektronendichte Struktur zu erkennen wie sie typischerweise an
frihen Endosomen aus Saugerzellen vorkommt (Raposo et al., 2001; Raiborg
et al.,, 2003; Sachse et al., 2002) und bei der es sich moglicherweise um
Clathrin Lattices handelt. Allerdings fehlen die beschriebenen tubularen
Ausstulpungen am pflanzlichen Endosom, was unter Umstanden am Fehlen

eines Vps17-Homologen in Pflanzen liegen konnte.

3.5 Wortmanninbehandlung trennt Vps35 und VSRj¢.1

BP80-artige vakuolare Sortierungsrezeptoren spielen beim Transport zur
lytischen Vakuole in Pflanzenzellen eine entscheidende Rolle (Paris und
Neuhaus, 2002; Jiang und Rogers., 2003; Robinson et al., 2005). BP-80 ist ein
Typ | Membranprotein, das ein funktionelles Analogon zu Vps10p darstellt
(Paris und Neuhaus, 2002) und ein Tyrosinmotiv in seinem cytoplasmatischen
Schwanz besitzt, das mit dem p-Adaptin des AP1-Adapterkomplex interagiert
(Happel et al., 2004).

VSRaw1, die Arabidopsis Isoform von BP80 aus Erbsen, lokalisiert in Tabak
BY-2 Zellen hauptsachlich am MVB (Li et al., 2002; Tse et al., 2004). In der
Arbeit von Watanabe et al. (2004) aus Arabidopsis in der ein VSR-HDEL-

Konstrukt exprimiert wurde, fuhrte dies zur Retention desselben im
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endoplasmatischen Retikulum. Beim MVB an dem VSRaw.1 hauptsachlich
lokalisiert, handelt es sich um jenes Organell, dessen morphologisches
Erscheinungsbild durch Wortmannin sowohl in Pflanzenzellen (Kim et al., 2001,
Pimpl et al., 2003) wie auch in Saugerzellen (Bright et al., 2001; Sachse et al.,
2002) massiv beeinflusst wird. Wortmannin ist daftr bekannt den vakuolaren
Proteintransport differentiell zu blockieren (Matsuoka et al., 1995). Bei
Wortmannin handelt es sich um einen Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-
Kinase dessen Wirkung sowohl in Hefe (Stack und Emr, 1994), in Saugern
(Vanhaesebroeck et al., 1997), als auch in Pflanzen beschrieben wurde (Park et
al., 2003). Es verursacht die Mislokalisation des Mannose-6-Phosphat-
Rezeptors (MPR) und seinen Liganden in Saugerzellen (Davidson, 1995;
Reaves et al.,, 1996). Phosphoinositol-3-Phosphat, das Substrat der PI3-
Kinasen, lokalisiert sowohl in Hefe als auch in Saugerzellen in den
multivesikularen Endosomen (Gillooly et al., 2000). Vps34p aus Hefe wurde als
P13-Kinase identifiziert (Stack und Emr, 1994) und ist ebenso notwendig zum
Recycling des Vps10p vom PVC (Burda et al., 2002). Von Vps34p ist des
weiteren bekannt, dass es durch die Bindung an den Vps30p/Vps38p-Komplex
die Syntheserate des PI3-Phosphats und damit einhergehend die PI3-
Kinaseaktivitat erhoht. Ferner wird es auch zur effizienten Membranbindung des
aus Vps5p und Vps17p bestehenden kleinen Retromersubkomplexes uber
deren PX-Domanen (Yu und Lemmon, 2001) bendétigt, wobei gezeigt wurde,
dass diese Wechselwirkung durch Wortmannin inhibiert wird (Cozier et al.,
2002). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass durch Zusatz von Wortmannin die
Intensitat der Fluoreszenzmarkierung von Snx1 und Snx2 (den Homologen zu
Vps5p und Vps17p aus Saugern) in HeLa-Zellen stark reduziert wurde (Arighi et
al., 2004). Ein ahnliches Ergebnis wurde auch fur Snx1 in COS7-Zellen nach
der Behandlung mit dem verwandten PI3-Kinase-Inhibitor LY294002 erhalten.
Das resultierende Bild einer diffusen Immunfluoreszenz wies darauf hin, dass
der kleine Retromersubkomplex ins Cytosol freigesetzt wurde (Zhong et al.,
2002).

In Tabakprotoplasten wurde erst kurzlich gezeigt, dass Wortmannin den

anterograden BP80-vermittelten Transport zur lytischen Vakuole stort, so dass
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die BP80-Liganden sekretiert werden (daSilva et al., 2005). Wortmannin scheint
die Verfugbarkeit des Rezeptors im Golgi-Apparat zu reduzieren, da sein Effekt
durch die Uberexpression von BP80 zum Teil kompensiert werden kann.
Hingegen erfolgt keine direkte Beeinflussung der Rezeptor-Ligandenbindung
(daSilva et al., 2005). Vor allem aber fuhrt die Storung durch Wortmannin zu
einem Transport von BP80 in die Vakuole. Diese Resultate der
Wortmanninexperimente ahneln in ihren Aussagen den in Hefe beobachteten
Ergebnissen bei Expression von Retromermutanten oder -deletionen (siehe
2.13.2).

Die Behandlung von BY-2 -Zellen mit Wortmannin fuhrt zu einer Trennung der
Signale des groflen Retromersubkomplexes von denen des PVCs und einer
Ausdehnung des PVCs (siehe 2.12). Somit spricht einiges dafur, dass
Wortmannin die Funktion des Retromer beeinflusst. Dennoch bleibt die genaue
Folge der Wortmannineinwirkung auf den gro3en Retromersubkomplex
(Vps35,Vps29, Vps26) unklar. Wahrend die Ergebnisse von Arighi et al. (2004)
den Schluss nahelegen, dass Wortmannin die Abldésung dieser Einheit ins
Cytosol hervorruft, konnte dies durch andere Arbeitsgruppen nicht bestatigt
werden (M. Seaman, unpublizierte Arbeiten, personliches Gesprach). Auch
deuten die Ergebnisse dieser Arbeit nicht darauf hin, dass der grofRRe
Retromersubkomplex durch Wortmanninbehandlung ins Cytosol freigesetzt
wurde, was neben den mikroskopischen Ergebnissen auch durch die
biochemischen Untersuchungen gestutzt wurde. Durch das Fehlen von
Antikorpern gegen das pflanzliche Vps5 war es allerdings nicht moglich
festzustellen, ob der kleine Retromersubkomplex freigesetzt wurde, so wie dies
in Saugerzellen der Fall war.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Wortmannin die Signale von Vps35 und
VSRat1 trennt. Demnach konnen die beiden Proteine nicht mehr in
Wechselwirkung miteinander stehen und ein funktionierender,
retromervermittelter Transport von VSRa.1 vom PVC zum TGN kann unter
diesen Bedingungen ausgeschlossen werden. Dieses Resultat kdnnte die von
daSilva et al. (2005) beobachtete, durch Wortmannin hervorgerufene Inhibition

des retrograden Transports von BP-80 erklaren. Welche zellularen
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Kompartimente allerdings genau die Orte der neuverteilten
Retromeruntereinheiten sind, oder ob es sich dabei um unterschiedliche
Domanen ein und desselben Organells handelt, kann zur Zeit nicht beantwortet

werden.

3.6 Wechselwirkung von Retromer und VSR

Zur Aufklarung von Protein-Protein-Wechselwirkungen stehen eine Vielzahl
unterschiedlicher Methoden zur Verfugung (Drewes und Bouwmeester, 2003;
Phizicky und Fields, 1995). Neben den klassischen Methoden wie
Immunprazipitationen oder Affinitdtschromatographie kommen dabei auch
proteomweite Screeningmethoden, beispielsweise das Yeast-Two-Hybrid-
Screening oder auch neuere Entwicklungen wie Proteinchips zur Anwendung.
Daher lag es nahe, mit Hilfe der vorhandenen Antikdrper Immunprazipitationen
durchzufihren und so einen Einblick in Wechselwirkungen der Retromer-
proteine zu erhalten, die wiederum Ruckschlisse auf die Funktionsweise des

retromervermittelten Proteintransports zuliel3en.

3.6.1 Amylase-Assay mit Vps26-Retromermutanten

Zur Charakterisierung des retromervermittelten Transports in Hefe wurden in
Hefe oft Mutationsstudien durchgefihrt. Durch die einfache und schnelle
Generierung von Mutanten in Hefe gelingt es relativ leicht und vor allem schnell
Daten Uber die Funktion der mutierten Proteine zu erhalten. Reddy und
Seaman (2001) untersuchten eine Vielzahl von Mutanten der einzelnen
Retromerproteine auf mdgliche Bindungsmotive und fanden die unter 2.13.2
beschriebenen dominant-negativen Vps26p-Mutanten.

Zur Herstellung von Deletionsmutanten in Pflanzen werden sogenannte T-DNA-
Stlicke in das Genom via agrobakterieller Transformation eingebaut, die
anschlieBend durch Auskreuzen in stabile Transformanten Uberfihrt werden
mussen. AnschlieBend konnen aus diesen Pflanzen dann auch
Suspensionskulturen hergestellt werden. Zwar ist es durch das Vorliegen einer
betrachtlichen Zahl sequenzierter Knock-Out-Mutanten, die frei zuganglich sind
(beispielsweise im GABI-KAT-Programm des MPI fur Zichtungsforschung,

Kdln, www.gabi-kat.de), relativ leicht moglich diese zu charakterisieren, doch ist
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es oft schwierig diesen Deletionsmutanten klar definierte Phanotypen
zuzuordnen. Vor allem bei Proteinen, die essentiell im Sekretorischen Weg
sind, kommt es zu Letalitat oder ,kimmerlichen“ Phanotypen. So beschreiben
beispielsweise Shimada et al. (2006) den Phanotyp der AtVps29-Deletions-
mutante. Diese ist zwar in ihrem Wachstum gestort und sekretiert auch
Speicherproteine, doch lieRen sich darlUber hinaus keine weiteren konkreten
Angaben zum Wirkmechanismus oder der Rolle des AtVps29 und der anderen
Retromerproteine machen.

Die Erzeugung von Punktmutationen und deren Charakterisierung ist in
Pflanzen recht schwierig und technisch aufwendig. Neben dem Nachteil der
langen Generationsdauer lasst sich in Pflanzen darlber hinaus weder die
Anzahl noch der genaue Ort des Einbaus der mutierten Konstrukte in die
Chromosomen vorher festlegen. Die auf diese Weise erhohte Anzahl variabler
Parameter erschwert die Interpretation moglicher Phanotypen in transformierten
Pflanzen zusatzlich.

Eine Alternative ist der Ubergang zur transienten Expression von dominant-
negativen Mutanten in Tabakmesophyllprotoplasten, wie sie schon oft
erfolgreich im Zusammenspiel mit dem Amylase-Expressionsassay in der
Arbeitsgruppe von Jurgen Denecke (University of Leeds) angewandt wurde
(Pimpl et al., 2003; Phillipson et al., 2001; daSilva et al., 2005). Dieses
Amylase-Assay bietet neben der leichten Erhaltlichkeit von Konstrukten und der
Anwendbarkeit in Pflanzen den Vorteil der Quantifizierbarkeit der erhaltenen
Daten. Wie in 2.13.2 beschrieben, liegt mit dem Sekretionsindex ein mess- und
storbarer, normierter Parameter vor, der die sekretorischen Vorgange im
Inneren der Zelle mathematisch abbildet. Zur Stérung des sekretorischen
Weges eignet sich neben dem Zusatz verschiedener Reagenzien (z.B.
Wortmannin, siehe auch daSilva et al., 2005) auch die Koexpression von
mutierten Proteinen. Haben diese einen inhibitorischen Effekt, schlagt sich
dieser im Sekretionsindex direkt nieder. Diese Methode sollte bei AtVps26-
Mutanten angewandt werden. In der Arbeit von daSilva et al. (2005) wurde der
durch Wortmanninzugabe erhaltene Anstieg der Sekretion von Amylase-

Sporamin durch Koexpression von Wildtyp-BP80 suprimiert. Daneben wurden
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GFP-BP80-Konstrukte unter den Bedingungen der Wortmanninzugabe zur
Vakuole transportiert und dort spezifisch abgebaut. Die Hemmung des
retromervermittelten Transports sollte ein vergleichbares Resultat liefern.

Allerdings liel3 in dieser Arbeit bei keiner der untersuchten VPS26-Mutanten ein
messbarer Effekt auf den Sekretionsindex feststellen. Dies lag mdglicherweise
in der niedrigen Expressionsrate der mutierten Proteine (siehe 2.13.2)
begriindet. Eventuell fihrten die gewahlten Variationen zu einer Missfaltung der
Proteine und deren dadurch bedingten Abbau. Da es bei der Expression von
Wildtyp-SNARE-Proteinen gelang, Wechselwirkungspartner quantitativ zu
titrieren und dadurch den Sekretorischen Weg zu inhibieren (unveroffentlichte
Ergebnisse, persénliche Kommunikation J. Bubeck), wurde dieser Ansatz auch
mit den Wildtyp-Retromerproteinen versucht. Allerdings war hierbei kein Effekt
nachweisbar, obwohl das Uberexprimierte Protein deutlich nachweisbar war.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Uberexpression von einem
Retromer-Coat-Bestandteil keine kompetitive Hemmung der Vesikulierung
bedingt. Inzwischen liegen jedoch mit der Beschreibung der Kristallstruktur des
humanen Vps29 (Wang et al., 2005) weitere Ansatzpunkte fur gezielte
Punktmutationen vor, ebenso aus Untersuchungen zu den Bindemotiven in
Vps35 (Arighi et al., 2004). In kunftigen Experimenten konnten diese
Erkenntnisse Eingang finden um den Zusammenhang zwischen
Rezeptorrecycling und Retromer direkt messbar nachzuweisen. Des weiteren
ware es moglich durch Transformation von siRNA-kodierenden Plasmiden
einzelne Retromerproteine zu depletieren und die Auswirkungen dieser

Depletionen zu messen.

3.6.2 Expression fluoreszenzmarkierter Retromerproteine

Die wie unter 2.13.3 durchgeflhrten Transformationen von Tabakprotoplasten
mit fluoreszenzmarkierten Retromerproteinen sollten in FRET-Experimenten
Hinweise auf Wechselwirkungen innerhalb des Retromerkomplexes und
zwischen Rezeptor und Retromerproteinen liefern. Zunachst gelang es im
Immunoblot ein ausreichendes Expressionsniveau der fluoreszenzmarkierten
Retromerproteine nachzuweisen. In einem nachsten Schritt wurden Vps29 und

Vps26 zunachst alleine, danach mit einem GFP-BP80-Konstrukt als



3 DISKUSSION und AUSBLICK 81

Modellrezeptor transformiert. Im Fluoreszenzmikroskop war eine Fluoreszenz
durch Expression der chromophoren Tags YFP und CFP zu beobachten,
allerdings lokalisierten die markierten Vps26- und Vps29-Proteine jeweils
cytosolisch und im Nucleoplasma. Das verwendete GFP-BP80-Konstrukt
markierte in einem punktierten Muster wie bei daSilva et al. (2006) beschrieben
das PVC. Die nicht an Membranen lokalisierten Retromerproteine lie3en die
Durchfuhrung von  FRET-Experimenten  nicht  sinnvoll  erscheinen.
Mdglicherweise ist durch die Fusion an den C-Terminus der Retromerproteine
eine Signalsequenz geschutzt und dadurch inaktiviert, was zur Veranderung der
Lokalisationseigenschaften gefuhrt haben konnte. Erwahnenswert ist auch,
dass es sich bei AtVps26 um ein nur 35-kDa grof3es Protein handelt, das nur
geringflgig groRer ist als der Fluoreszenzmarker (26 kDa). Neben der Grole
des Tags und dessen Positionierung zum Protein haben aber auch die Lange
des Linkers sowie das Expressionsniveau im Transformanten einen Einfluss auf
die Funktionalitat der transformierten Konstrukte.

Die in dieser Arbeit hergestellten Plasmide zur Expression der verschiedenen
Fusionsproteine lassen sich durch Austausch der unterschiedlichen
DNA-,Kassetten® relativ einfach modifizieren, so dass weitere Konstrukte mit
fluoreszierenden Fusionsproteinen des Retromers auch am N-Terminus
beispielsweise von Vps35 und Vps5 hergestellt werden kdnnen. Dies erscheint
sinnvoll, da bereits von Arighi et al. (2004) berichtet wurde, dass das N-terminal

modifizierte YFP-Vps35 sowohl fluoresziert als auch funktionell ist.

3.6.3 Identifikation der Vps35-VSR-Interaktion durch Immunprazipitation
Die Hinweise auf eine Wechselwirkung von Vps35p und dem
Carboxypeptidase Y-Rezeptor (CpY) in Hefe beruhen hauptsachlich auf
genetischen Untersuchungen (Seaman et al., 1997; 1998; Nothwehr et al.,
1999). Zusatzlich war es durch allelspezifische Suppression moglich die fur die
Vps35-Rezeptor-Interaktion entscheidenden Aminosauren zu identifizieren. Die
fur den Rucktransport notwendigen Aminsaurereste unterscheiden sich dabei
von den fur den anterograden Transport des Rezeptor-Fracht-Komplexes
bendtigten Resten (Nothwehr et al., 1993; 2000).
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Wahrend es allerdings moglich war einen chemisch vernetzten Komplex aus
Vps35p mit dem als Modellrecyclingrezeptor verwendeten Membranprotein
A-ALP” mit Vps35p-Antikdrpern zu prazipitieren, gelang dies nicht mit Vps35p
und Vps10p (Nothwehr et al., 2000). Die Autoren spekulierten ob dies
moglicherweise aufgrund konformativer Begebenheiten der entsprechenden
Aminogruppen im Bindungsmotiv des Vps35p-Vps10p-Komplexes der Fall war.
Auch in dieser Arbeit gelang es nicht chemische Vernetzer zur kovalenten
Bindung von Rezeptoren und Vps35 einzusetzen (Ergebnisse nicht gezeigt).
Dies kann zum einen an der groRen Distanz zu reaktiven nukleophilen
Aminosauren (Lysin oder Cystein) im cytoplasmatischen Schwanz des
Rezeptors liegen (fur Sequenzen siehe Hadlington und Denecke, 2000), aber
auch am niedrigen pH-Wert im PVC (ca. 5,5 - 6) bei dem die meisten Vernetzer
mit Lysin nicht reagieren. Eventuell konnte hier der Einsatz von
membranpermeablen Vernetzern mit langerem Linkerabstand zwischen den zu
vernetzenden Gruppen Abhilfe schaffen und es erméglichen einen kompletten,
chemisch vernetzten Retromer-VSR-Komplex zu isolieren.

Durch  Co-Immunprazipitationsexperimente  mit  immobilisierten  Vps35-
Antikorpern konnte allerdings eine Interaktion des Retromers mit einem
vakuolaren Sortierungsrezeptor nachgewiesen werden. Damit konnte gezeigt
werden, dass in Pflanzen Retromer mit vakuolaren Sortierungsrezeptoren
interagiert. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass das Rezeptorrecycling durch

retromervermittelten Transport bewerkstelligt wird.

3.7 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Identifizierung der pflanzlichen
Retromerproteine, sowie deren Lokalisation und ersten Einblicken in ihre
Funktion die Grundlage fur weiterfUhrende Studien des retromervermittelten
Transports in Pflanzen geschaffen.

Vor allem im Nachweis von Interaktionen einzelner Retromerproteine bieten die

beschriebenen und vorhandenen Methoden zahlreiche Moglichkeiten diese

" A-ALP: Chimares Protein aus der cytosolischen Domiane von DPAPA und der

Transmembran- und luminalen Domane von Alkaliner Phosphatase (Nothwehr et al., 2000)
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weiter zu untersuchen. So konnte, analog zu Arbeiten in Hefe mit Hilfe des
vorhandenen  AtVps5-Fusionskonstrukts  sogenannte  Pulldown-Assays
durchgefuhrt werden. Diese erlaubten zumindest in Hefe den Nachweis von
Interaktionen innerhalb des Retromerkomplexes. Auch besteht die Moglichkeit
zusatzlich zu den vorhandenen Antikorpern auch gegen AtVpsS5 Antikorper
herzustellen um seine Lokalisation, Interaktion und Funktion zu untersuchen. Im
Umfeld dieser Affinitatsverfahren sei auch auf die im Rahmen ihrer Diplomarbeit
von Frau Oneke (Universitat Heidelberg, Fakultat fir Biowissenschaften, 2003)
generierten Konstrukte hingewiesen, durch die jeweils N-terminal ProteinA-
markierte oder C-terminal TAP-markierte Retromerproteine exprimiert werden.
Diese im nativen System exprimierten Proteine koénnten eventuell einen
unmittelbaren und damit einfacheren Zugang zu assemblierten
Retromerkomplexen, moglicherweise inklusive unbekannten
Interaktionspartnern bieten.

Weitere Proteinwechselwirkungen kénnten durch Yeast-Two-Hybrid-Screenings
und das Overlay-Assays (auch bekannt als Far-Western-Analyse) identifiziert
werden. Diese konnen helfen aufzuklaren welches Protein die Rolle von Vps17
einnimmt, das in Arabidopsis keine Sequenzhomologen besitzt. Zur
Identifizierung von unbekannten Bindungspartnern lieRe sich eine Peptid-
massenspektroskopie anschlieen, die es erlaubt unbekannte Proteine schnell
und einfach zu identifizieren (Peptid-Mass-fingerprinting).

Auch die in Tabakprotoplasten mit Vps26 vorgenommenen in vivo-
Untersuchungen bieten Ansatze fur weiterfuhrende Experimente: So gibt es
inzwischen durch die Kristallisation von Vps29p und durch Bindungsstudien an
Vps35p weitere Erkenntnisse zu konservierten Motiven und damit Moglichkeiten
zu deren Mutation (siehe auch 1.5). Des weiteren konnten auch mit RNAI-
Konstrukten die verschiedenen Retromerproteine transient depletiert werden.
Auf diese Weise konnten in Pflanzenzellen ahnliche Phanotypen und Effekte
der Sekretion wie in den Hefedeletionsmutanten erhalten werden und so
weitere Einblicke in den retromervermittelten Transport bieten.

Daneben lieRen sich als weiterer, sehr einfach durchzufuhrender Ansatz in
einem in vivo-System auch heterologe Kompetitionsassays mit den pflanzlichen
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Retromergenen in den entsprechenden Hefedeletionsmutanten durchfihren
und damit die Frage beantworten, ob es mdglich ist mit den pflanzlichen
Homologen des Retromerkomplexes die Funktion der deletierten
Heferetromergene zu komplementieren.

Die Identifikation von retromerbeschichteten Vesikeln gibt zur Hoffnung Anlass,
dass trotz der stets vorhandenen Instabilitat von Hullprotein-Membran-
Interaktionen (vor der Fusion mit der Zielmembran mussen die Hullproteine aller
Klassen beschichteter Transportvesikel von der Membran abdissoziieren) die
Isolation von retromerbeschichteten Vesikeln grundsatzlich moglich sei und
damit ein weiterer Zugang zur genaueren Analyse derselben. Eine solche
Analyse koénnte dann nicht nur die mit der Immunprazipitation begonnene
Untersuchung von primaren Interaktionspartnern umfassen, sondern auch eine
genauere Analyse der spezifischen Zusammensetzung der Retromervesikel
sowie ihrer Fracht. Auch ist nicht bekannt, wie die Energie fur die Vesikulierung
aufgebracht wird. Im Falle der COP- und Clathrin-Vesikel sind GTPasen
beteiligt. Eine solche ist bis heute in der Literatur im Zusammenhang mit
Retromer noch nicht beschrieben.

Mit dieser Arbeit sind die Grundlagen zur weiteren Untersuchung des
retromervermittelten Transports in Pflanzen gelegt. Die aufgezeigten
Mdglichkeiten zur weiteren Erforschung werden in ihrer Kombination neue
Einblicke in die Retentionsmechanismen von PVC-Proteinen und deren

Recycling durch Retromer in Pflanzenzellen bieten.
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4 Material und Methoden

4.1 Chemikalien, Materialien und Enzyme

Soweit nicht anders aufgefuhrt, wurden ausschlie3lich Chemikalien der Reinheit
pro analysis (p.a.) der Firmen Amersham Bioscience (Freiburg), Applichem
(Heidelberg), Fluka, Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen, Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) verwendet. Salz- und
Substanzmischungen zur Herstellung von Medien waren, soweit nicht
anderweitig angegeben, von Difco Lab (Detroit, USA), GibcoBRL (Paesley, UK),
Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen). Lieferanten flir Enzyme
(Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, alkalische Phosphatase, DNA-
Polymerasen, reverse Transkriptase, DNase, RNase), sowie Grofienmarker von
DNA und Proteinen waren Amersham Bioscience (Freiburg), Invitrogen
(Karlsruhe), MBI Fermentas (Heidelberg), New England Biolabs
(Frankfurt/Main), Roche (Mannheim), Serva und Stratagene (Heidelberg).
Nitrocellulosemembranen wurden von Pall (Dreieich), ECL-Filme von

Amersham Bioscience (Freiburg) bezogen.

4.2 Bakterienstamme und Plasmide

4.2.1 Bakterienstamme

Die Kultivierung der verwendeten Bakterien erfolgte bei 37°C unter Schitteln
bei 250 rpm (Innova 4230, Brunswick Scientific). Die Zelldichten wurden
photometrisch mit  Hilfe  eines  Spektralphotometer (DU 640B
Spectrophotometer, Beckman Coulter) bei einer Wellenlange von 595 nm

bestimmt.

Die zur Klonierungen verwendeten E. coli — Stamme waren:

DH50 (F(®80dA(lacZ)M15) recA1 endA1 gyrA96 thil hsdR17 (rmy’) supE44
relA1 deoR A(lacZYA-argF) U169)
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NovaBlue: endA1 hsdR17(rki2- Mki2’) SUpE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
lacF’[proA*B* lacl"ZAM15::Tn10 (Tc%)]

Die Expression von Proteinen erfolgte in folgenden Stammen:

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL: B F~ ompT hsdS(rs~ mg”) dem™ Tet" gal MDE3)
endA Hte [argU ileYleuW Cam'] (Stratagene)

Rosetta™(DE3): F~ ompT hsdSg(rs~ mg’) gal dcm (DE3) pRARE? (CamR)

(Novagen)

4.2.2 Verwendete Plasmide

In dieser Arbeit wurden folgende kommerziell erhaltlichen Vektoren zur
bakteriellen Expression von Proteinen verwendet, die zum Teil den individuellen
Bedurfnissen dieser Arbeit angepasst wurden (siehe 4.6.11): pET-30a-c, pET-
21d, pET-24d und pET-23d (Novagen), pQE30-32 (Qiagen), pGEX-4T-2

(Amersham Biosciences) sowie pPROEX™HTb (Invitrogen).

e pPGEX-4T-2:

pBR3220ri, tac-Promotor, lacl?, Glutathion-S-Transferase-ORF, amp'

o pET-21d:
fori, T7/lac-Promotor, lacl®, pBR3220ri, amp"

o pET-24d:
fori, T7/lac-Promotor, lacl®, pBR322ori, kan'

e pET-23d.
fori, T7-Promotor (,plain“), pBR3220ri, amp'

e pET-30a-c:
fori, T7/lac-Promotor, His-ORF, /acl%, pBR3220ri, kan"
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o pQE30-32:
ColE1ori, T5/lac-Promotor, His-ORF, amp'

e pPROEX™HTa-c:
fori, TRC-Promotor, His-ORF, lacl®, pBR3220ri, TEV-Cleavagesite, amp'

Zur transienten Expression in Tabak-Protoplasten wurden modifizierte Vektoren
des pGreen-Systems (http://www.pgreen.ac.uk), sowie modifizierte pUC18-
Vektoren (von Dr. J. Denecke, University of Leeds, zur Verfligung gestellt)

verwendet.

o pGreen-35S-Kassette:
35S-Promotor, CaMV-Terminator, amp'

e modifizierter pUC18-Vektor:
35S-Promotor, nos-Terminator, amp’

Zur Klonierung der durch PCR-Amplifikation gewonnenen Gene wurde der

Vektor des pGEMTeasy-Systems (Promega, Mannheim) eingesetzt:

e pGEMTeasy:

fori, lacZa, T7-Promotor, amp'

Des weiteren wurde der in dieser Arbeit verwendete Pep12 (Syp21)-Antikdrper
mit Hilfe eines von Dr. N. Raikhel zur Verfugung gestellten Plasmids zur
Expression des GST-markierten Proteins hergestellt (da Silva Conceicao et al.,
1997).

e pGEX-5X-3::Pep12:
ORF von Pep12 mit N-terminalem GST-Tag
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4.3 Desoxyoligonukleotide

Samtliche in dieser Arbeit verwendeten Desoxyoligonukleotide wurden von
Sigma-ARK (Darmstadt) bezogen. Die unten aufgefuhrten Sequenzen sind in
5'-3'-Orientierung angegeben. Die fur die Mutationen von VPS26 in der ersten
Spalte angegebenen Zahlen geben die Position des Desoxyoligonukleotids
innerhalb der entsprechenden Sequenz an (siehe Anhang 6.2.2). Alle anderen
Oligonukleotide wurden zur vollstandigen Amplifikation des jeweiligen ORFs
erstellt. Unterstrichenen Nukleotide zeigen die Erkennungssequenz des

entsprechenden Restriktionsenzyms, fettgedruckte die mutierten Codons.

VPS35-spezifische Oligonukleotide

VPS35 for ACA TAG AAT GAT CGC CGA CGA C

(5"-UTR, 1-15)

VPS35 rev TTC ATT CAA ACC ATT CCA TTT TG

(3"-UTR, 2370-2349)

VPS35 BamHI for GGA TCC GCG CTA TGA TCG CCG ACG ACG ATG AGA AG
(1-24)

VPS35 Sall rev GAC GTC GAC GCG TTC ATT CAA ACC ATT CCA TTT TG
(2370-2349)

VPS35 Ncol for CCA TGG GTA TGA TCG CCG ACG ACG ATG AGA AG
(1-24)

VPS35 Nhel rev GGC TAG CCT CAT TCA AAC CAT TCC ATT TTG
(2370-2349)

VPS35 Clal for CGA TCG ATG ATC GCC GAC GAC GAT GAG AAG
(1-24)

VPS35 BamHI rev GGG ATC CCT CAT TCA AAC CAT TCC ATT TTG
(2370-2349)

VPS35 At3g51310 for ATG ATC GCA GAC GGA TCA GA

(1-20)

VPS35 At3g51310 rev CTA TAC TTT GAT CGC CTG GTA TCT CT
(2370-2345)

VPS35 Atig75850 for ATG ATC GCC GAC GAC GAT

(1-18)

VPS35 At1g75850rev TCA TTC AAA CCA TTC CAT TTT GA

(2517-2495)

VPS35 At2g17790 for ATG AGA ACG CTC GCC GGA

(1-18)

VPS35 At2g17790rev TCA CAG CTT GAT AGG GTC ATA TTT CT

(2493-2471)
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VPS26-spezifische Oligonukleotide

VPS26 BamHI for GGA TCC GCG CTA TGA ATT ATC TTC TTG GAG CTT TC
(1-24)

VPS26 Sacl rev CCG AGC TCC ATC AAG ATG TCT CTT CCT TGA GCC TG
(909-885)

VPS26 Ncol for CCA TGG TCA TGA ATT ATC TTC TTG GAG CTT TC

(1-24)

VPS26 Nhel rev GGC TAG CCT CAA GAT GTC TCT TCC TTG AGC CTG
(909-885)

VPS26Astop Ncol rev CAT CCC ATG GCT AAT GTC TCT TCC TTG AGC CTG
(904-885)

VPS26 IA for GGT TAT GCT GGA AGC GCC GTG GAA TAC CAG GAC
(412-444)

VPS26 1A rev GTC CTG GTA TTC CAC GGC GCT TCC AGC ATA ACC
(444-412)

VPS26 VP for TAT GCT GGA AGC ATC CCG GAA TAC CAG GAC TTT
(415-447)

VPS26 VP rev AAA GTC CTG GTA TTC CGG GAT GCT TCC AGC ATA
(447-415)

VPS26 IVAP for GGT TAT GCT GGA AGC GCC CCG GAA TAC CAG GAC TTT
(412-447)

VPS26 IVAP rev AAA GTC CTG GTA TTC CGG GGC GCT TCC AGC ATA ACC
(447-412)

VPS29-spezifische Oligonukleotide

VPS29 BamH] for GGA TCC GCG CTA TGG TGC TGG TAT TGG CAT TGG

(1-22)

VPS29 Sacl rev CCG AGC TCG GAA CTA CGG ACC AGA GCT GGT AGT AG
(573-551)

VPS29 Rcal for TCA TGA CAA TGG TGC TGG TAT TGG CAT TGG

(1-22)

VPS29 Nhel rev GGA TCC CGG CTA GCT AGC TAC GGA CCA GAG CTG GTA GTA G
(573-551) (inkl. BamHI)

VPS29Astop Rcal rev TCA TGA CAC CAG AGC TGG TAG TAG GGG GCT TCT TGA A
(567-538)

VPS5-spezifische Oligonukleotide

VPS5 Ncol for CAT GCC ATG GAG AGC ACG GAG CAG CCG AGG AAC ATC
(1-30)

VPS5 Nhel rev GCT AGC TAG CTT AGA CAG AAT AAG AAG CTT CAA GTT TGG

(1210-1181)
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sonstige Oligonukleotide

Sequenzierprimer 1 CTC TTC GGT GTT GCT GAT G
(Vps35)

Sequenzierprimer 2 GTC CAG ACG ATC GGA ATA G
(Vps35)

T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
Sp6 CGA TTT AGG TGA CAC TAT AG
pGex for ATA GCA TGG CCT TTG CAG G
pGex rev GAG CTG CAT GTG TCA GAG G
T7 term CTA GTT ATT GCT CAG CGG T
35S for ATG ACG CAC AAT CCC ACT ATC C
dT TTT TTT TTT TTT

4.4 Antikorper

4.41 Primare Antikorper
Im Folgenden eine Ubersicht (iber die benutzten Primarantikorper einschlieRlich
der zu ihrer Herstellung benutzten Antigene, sowie die im Western-Blot

verwendeten Verdunnungen oder Konzentrationen und zugehdrige Verweise.

e polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Calnexin aus Ricinus

communis; Verdunnung: 1:10.000 (Pimpl et al., 2000)

e polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen ein reversibel glykosiliertes
Polypeptid (RGP1) des Trans-Golgi-Apparats aus Pisum sativum,
Verdinnung: 1:20000 (Dhugga et al., 1997)

e monoklonaler Antikérper aus Maus gegen die 100kDa Untereinheit der
E1/E2-Typ H'-ATPase aus Maiskoleoptilen, Verdiinnung: 1:500 (Fichmann
et al., 1989)
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e polyklonaler Antikdrper aus Kaninchen gegen den vakuolaren
Sortierungsrezeptor VSRat.1 aus Arabidopsis thaliana, Verdinnung 1:2500
(Tse et al., 2004)

e polyklonaler Antikdérper aus Kaninchen gegen PEP12 (SYP21) aus
Arabidopsis thaliana, Verdinnung 1:2500 (da Silva Conceicao et al., 1997)

e polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Vps35 aus Arabidopsis

thaliana, Verdinnung: 1:5000

e polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen Vps26 aus Arabidopsis

thaliana, Verdinnung: 1:2500

e polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Vps29 aus Arabidopsis

thaliana, Verdinnung: 1:2500

e polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Vps26p aus Saccharomyces

cerevisiae, Verdinnung: 1:200 (Reddy und Seaman, 2001)

e polyklonaler Antikérper aus Kaninchen gegen Vps35p aus Saccharomyces

cerevisiae, Verdunnung: 1:200 (Seaman et al., 1998)

e polyklonale Antikorper aus Kaninchen gegen Vps26p und Vps35p aus Mus
musculus, Verdunnung: 1:200; (Seaman, 2004)

4.4.2 Sekundare Antikorper

e polyklonaler Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG, an den Meerrettich

Peroxidase gekoppelt war; Verdiinnung 1:20000; Sigma (Deisenhofen)

e polyklonaler Antikdrper aus Ziege gegen Maus IgG, an den Meerrettich

Peroxidase gekoppelt war; Verdiinnung 1:10000; Sigma (Deisenhofen)
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4.5 DNA und Proteinsequenz Computeranalyse
Nach Erhalt der DNA- und Proteinsequenzen der Retromerkomponenten aus
Hefe unter http://www.ncbi.nim.nih.gov/ wurden die entsprechenden

Arabidopsissequenzen ebenfalls im Internet auf der Homepage des MIPS
(Munich Information Centre for Protein Sequences)

http://mips.gsf.de/projects/plants unter Verwendung des Programms BLAST

(Altschul et al., 1990), sowie die verschiedenen ,Gene Accession Numbers®

unter http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ermittelt.

Die DNA- und Proteinsequenzanalyse, sowie das Alignment der Sequenzen
wurde mit folgenden Programmen durchgefuhrt: BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), Biology Workbench (Web-

basierte Arbeitsumgebung: http://workbench.sdsc.edu), sowie BCM Search

Launcher (http://searchlauncher.bcm.tmc.edu, Smith et al., 1996). Hierbei kam

es bei multiplen Sequenzausrichtungen (multiple sequence alignments) zur
Anwendung des ClustalW-Algorithmus (Thompson et al., 1994). Die
phylogenetischen Baume wurden mit Hilfe des Drawgram-Algorithmus
(Felsenstein, 1988) erstellt, die prozentualen Identitdten im Vergleich zum
jeweiligen Arabidopsis-Protein mit dem Align-Algorithmus (Myers und Miller,
1988).

4.6 Allgemeine molekularbiologische Methoden

4.6.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Gewinnung von Gesamt-RNA aus Arabidopsis wurde das RNeasy Plant
RNA-Mini-Kit  (Qiagen, Hilden) verwendet. Hierzu wurden ca. 100 mg
Arabidopsisblatter und -sprosse in flussigem Stickstoff gemorsert und in RLT-
Puffer suspendiert. Das weitere Vorgehen entsprach den Angaben des
Herstellers. Samtliche zur RNA-Gewinnung eingesetzten Geratschaften wurden
zuvor bei 250°C Uber Nacht erhitzt. Die isoliete RNA wurde in DMPC-
behandeltem Wasser bei -78°C aufbewahrt. Ca. 2 yg RNA wurden auf einem
Agarosegel aufgetrennt (1% Agarose in TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat, 1 mM
EDTA, pH8,5; 0,5 pug/ml EtBr) und auf das Vorhandensein der grof3en
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ribosomalen RNA-Untereinheiten uUberpruft. Die gewonnene RNA wurde zur
cDNA-Synthese weiterverwendet, wenn beide Banden vorhanden waren.

4.6.2 Reverse Transkription (RT)

Die in dieser Arbeit verwendete cDNA wurde aus zuvor gewonnener Gesamt-
RNA mithilfe der Reversen Transkriptase aus dem avian myoblastosis virus
(AMV) der Firma Roche (Mannheim) hergestellt. Die RT-Reaktion wurde geman
den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Nach erfolgter Reaktion wurde der
gesamte Ansatz fir 5 min bei 70°C hitzedeaktiviert und die gewonnene cDNA
konnte direkt als Templat in PCRs eingesetzt werden. Zur weiteren
Verwendung wurde die cDNA bei -20°C aufbewahrt.

4.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

PCR-Ansatze wurden in einem Gesamtvolumen von 20 pul mit 4 pmol
spezifischen Primern, 40 ng cDNA oder 50 pg Plasmid-DNA als Templat,
200 uyM je Nukleotid, 0,5U Taqg-, 1 U Pfu- oder 0,5 U-1 U DeepVent-DNA-
Polymerase und dem entsprechendem 1*PCR-Puffer hergestellt. Die
anschlieRende Reaktion wurde in der PCR-Maschine PTC-200 Peltier Thermal
Cycler der Firma Biozym (Hess. Oldendorf) durchgefuhrt. Dazu wurden
Temperatur-Programme wie z.B. 95°C / 2 min; [95°C / 30 s; 55°C - 65°C /
1 min; 72°C / 1,5 min] x 25 — 35; 72°C / 10 min gewahlt.

4.6.4 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Fragmenten
aus Agarosegelen

Zur analytischen oder praparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde
die Agarose-Gelelektrophorese mit 1% Agarose in TAE bei einer Feldstarke von
10 V/cm angewandt. Die Farbung der DNA erfolgte mit Ethidiumbromid
(0,5 pg/ml), die Geldokumentation mit dem Kodak Electrophoresis
Documentation and Analysis System (EDAS) 290.

Zur Extraktion und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde
das NucleoSpin Extract Kit der Firma Macherey-Nagel (Duren) gemafly den

Angaben des Herstellers verwendet.
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4.6.5 Spektrophotometrische Bestimmung der Reinheit und
Konzentration von RNA und DNA

Die Bestimmung der Nukleotidkonzentration erfolgte photometrisch mit Hilfe
des Spektralphotometer (DU 640 B Spectrophotometer, Beckman Coulter) in
einer Quarzkivette (Schichtdicke 1 cm) bei einer Wellenlange von 260 nm und
der Berechnung mittels des entsprechenden Absorptionskoeffizienten (1 OD
doppelstrangiger DNA = 50 mg/ml; 1 OD einzelstrangiger RNA = 40 mg/ml).
Wie in “Molecular Cloning” (Sambrook et al., 1989) beschrieben, ist es moglich,
die Qualitat von Nukleinsauren durch das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm
und 280 nm einzuschatzen. Bei reiner DNA befindet sich der Quotient bei
1,8-2,0. Bei der Maxipraparation von Plasmid-DNA wurde, falls der OD250/OD2sg0
Quotient unter 1,6 lag, eine weitere Aufreinigung mit Phenol und Chloroform
durchgefuhrt.

4.6.6 Ligation

Durch Restriktionsendonukleasen gespaltene DNA-Fragmente wurden mit
T4-DNA-Ligase und dem entsprechenden Puffer nach Standardmethoden
(Sambrook et al., 1989) in ihre Zielvektoren kloniert. Ein typischer 10 pl
Ligationsansatz wurde 1-2 h bei RT inkubiert und anschlieRend transformiert.
PCR-Fragmente wurden mit Hilfe des pGEMTeasy Vector Systems der Firma

Promega (Mannheim) gemaf den Herstellerangaben ungerichtet kloniert.

4.6.7 Transformation von Bakterien

4.6.7.1 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter Zellen

Kompetente E. coli-Bakterien wurden mit der Calciumchlorid-Methode
hergestellt. Hierzu wurden 100 ml LB-Medium mit 1 ml einer Ubernachtkultur
angeimpft und bei 37°C und 250 rpm inkubiert bis eine ODsgs von 0,6 erreicht
war. AnschlieBend wurde die Kultur auf 4°C abgekuhlt und bei 2000 g
(Megafuge 1.0R, Heraeus) fir 10 min zentrifugiert. Das Sediment wurde in
20 ml 100 mM MgCl, gewaschen, nochmals zentrifugiert und analog mit 20 ml
100 mM CaCl, resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und abermals
zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands wurde das Sediment in 10 ml

kalter Gefrierlosung (85 mM CaCl, in 13 Vol% Glycerinlésung) resuspendiert



4 Material und Methoden 95

und in 100 pl-Aliquots in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -78°C
gelagert. Samtliche Losungen wurden auf Eis gekuhlt, ebenso wurden alle
Arbeiten auf Eis durchgefuhrt. Die Zentrifugationen erfolgten jeweils
ungebremst.

Zur Transformationen von 1 ng Plasmid-DNA oder 10-20 pl Ligationsansatzen
wurde die Hitzeschock-Methode (Hanahan, 1983) angewandt. Die Zellen
wurden 10 min auf Eis aufgetaut, mit dem Transformationsansatz versetzt und
10 min inkubiert. Der anschlieRende Hitzeschock erfolgte bei 42°C flr 40 s bei
DH5a- oder NovaBlue-Zellen und fur 20 s bei BL21- oder Rosetta-Zellen. Nach
erfolgtem Hitzeschock wurden die Zellen auf Eis gekuhlt und nach maximal
1 min 0,5 ml SOC-Medium (0,5 % Hefeextrakt, 2,0 % Trypton, 10 mM NacCl,
2,5mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 MM MgSO4, 20 mM Glucose) zugegeben,
vorsichtig gemischt und bei 100 rpom fur 30 min — 1 h bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen auf LB-Agar-Selektionsmedium ausplatiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.6.7.2 Anlegen von Langzeitkulturen

Zur Langzeitaufbewahrung von Bakterienstdmmen wurden Glycerinkulturen
angelegt. Hierzu wurden 500 ul von 5ml Ubernachtkulturen mit 500
Glycerinldésung (65 % (v/v) Glycerin; 0,1 M MgSO4; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0)
gemischt und bei -78°C gelagert.

4.6.8 Isolierung von Plasmid-DNA

4.6.8.1 Minipraparation von Plasmid-DNA

Zur schnellen Isolierung kleiner Mengen Plasmid-DNA fir weiterfuhrende
Klonierungen und Sequenzierungen wurde von der Methode der alkalischen
Lyse (Sambrook et al., 1989) Gebrauch gemacht. Zur Erhdhung der DNA-
Qualitdt wurden Sedimente von 1,5ml Ubernachtkulturen in einem
Waschschritt zuerst in 1 ml PBS oder STE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0;
0,1 M NaCl; 1 mM EDTA) resuspendiert und erneut bei 2000 g (Eppendorf
Centrifuge 5417R) fur 2 min zentrifugiert. Das Sediment wurde dann in 100 pl
Losung!l (25 mM Tris-HCI, pH8,0; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA)
aufgenommen, mit 200 pyl Lésung Il (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS) versetzt.
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Nach 5 minutiger Inkubation wurde das Lysat mit 150 yl Losunglll (5 M
K-Acetat; 11,5 % (v/v) Essigsaure) neutralisiert und 10 min auf Eis inkubiert.
Nach einer anschlieBenden 10-minttigen Zentrifugation bei 14000 g und 4°C
wurde der Uberstand abgenommen und mit dem 0,7-fachen Volumen
Isopropanol versetzt, durchmischt und erneut bei 14000 g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Préazipitat in 70%
Ethanol gewaschen, abermals abzentrifugiert und nach Entfernung der
Waschlosung bei Raumtemperatur getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde
anschlieBend in 50 yl 10 MM Tris-HCI (pH 8,0) gelost, mit 0,5 yl RNase
(10 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert.

4.6.8.2 Midipraparation von Plasmid-DNA
Mittlere Mengen Plasmid-DNA wurden aus 100 ml Ubernachtkultur mit dem
NucleoBond-Kit PC100 der Firma Macherey-Nagel (Duren) isoliert. Das

Vorgehen entsprach den Angaben des Herstellers.

4.6.8.3 Maxipraparation von Plasmid-DNA

Zur Isolierung groRerer Mengen Plasmid-DNA wurden Sedimente von 800 ml
24-Stundenkulturen in 8 ml TE resuspendiert und fur 5 min mit 25 mg Lysozym
auf Eis behandelt und anschlielend mit 2 ml EDTA (0,5 M, pH 8) versetzt und
fur weitere 5 min inkubiert. 1 mg RNase und 150 pl 10 % Triton X-100-Lésung
wurden in 1 ml TE zugegeben und 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
einstiindigen Zentrifugation in einem Sorvall SS34-Rotor wurde der Uberstand
abgenommen und mit 20 ml &quilibriertem Phenol (pH8,0; 0,1%
Hydroxychinolin) versetzt und gut durchmischt. Zur Phasentrennung wurde das
Gemisch bei 4000 rpm in einem Swing Out-Rotor (Megafuge 1.0R, Heraeus)
zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand auf gleiche Weise mit 20 ml
Chloroform extrahiert. Der wassrige Uberstand wurde mit TE auf 15ml
aufgefiullt und mit 1,5ml 5M NaClOs und 8 ml Isopropanol versetzt,
anschliel3end gut gemischt und 15 min bei 10000 rpm in einem HB6-Swing Out-
Rotor zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das anschlieend

getrocknete Prazipitat in 500 yl TE resuspendiert. Die Konzentration und
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Reinheit der DNA wurde wie beschrieben bestimmt. Die so gewonnene, sehr
hoch konzentrierte DNA wurde bei 4°C gelagert.

4.6.9 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Plasmid-DNA wurde grundsatzlich in einem Reaktionsvolumen von 20 ul
gespalten. Die Enzyme wurden entsprechend der Angaben der Hersteller
zusammen mit den zugehorigen Puffern und der empfohlenen Temperatur
verwendet. Zur Dephosphorylierung wurde 1 U alkalischer Phosphatase (CIAP)
fur 1 h bei 37°C zugesetzt. Die gespaltenen DNA-Fragmente wurden entweder
durch Agarose-Gelelktrophorese und Gelextraktion oder direkt mit dem

NucleoSpin Extract Kit der Firma Macherey-Nagel (Duren) gereinigt.

4.6.10 DNA-Sequenzierung
Zur Sequenzierung wurden 2 ug Plasmid-DNA mittels NaOAc/Ethanol-Fallung
gefallt und getrocknet. Alle fur diese Arbeit bendtigten Sequenzierungen wurden

von der Firma MWG (Ebersberg) ausgefuhrt.

4.6.11 Plasmidkonstruktionen

Zur Herstellung der Plasmide zur Transformation von Protoplasten oder zur
Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli wurde wie folgt
vorgegangen. Die jeweiligen Gene wurden durch PCR amplifiziert und in
pGEMTeasy ligiert. Nach Restriktionsendonukleasespaltung wurden die
jeweiligen Gene in die entsprechenden Zielvektoren subkloniert. Alle Konstrukte

wurden durch Sequenzierung verifiziert (4.6.10).

e pET-HTGSTTEV-21d/24d
Der modifizierte pET-21d-Vektor wurde wie folgt erhalten: Aus pET-M30
(EMBL, Heidelberg) wurde durch Xbal/Ncol-Spaltung die (Hisg-Tag)-(GST-
Tag)-(TEV-Schnittstelle)-Sequenz erhalten und in den ebenso gespaltenen

pET-21d-Vektor ligiert. Bei pET-24d wurde analog vorgegangen.
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o pGEX-GST::AtVPS35
AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde aus cDNA
unter Verwendung von VPS35 for und VPS35 rev Primern (siehe 4.3)
amplifiziert und durch Notl-Spaltung aus pGEMT-easy in pGEX-4-T2
(Amersham Biosciences GmbH, Freiburg) kloniert.

o pPROEX™HT::AtVPS35
AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde von pGEX-
GST::AtVPS35 unter Verwendung von VPS35 BamHI for und VPS35 Sall rev
Primern (siehe 4.3) amplifiziert und durch BamHlI/Pstl-Spaltung aus pGEMT-
easy in pPROEX™HT (Invitrogen Life Technologies) kloniert.

e pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS35
AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde von pGEX-
GST::AtVps35 unter Verwendung von VPS35 Ncol for und VPS35 Nhel rev
Primern (siehe 4.3) amplifiziert und durch Ncol/Nhel-Spaltung aus pGEMT-
easy in den ebenso gespaltenen pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS26

kloniert.

e pET-30a::AtVPS35
AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde aus
pPROEX™HT::AtVPS35 durch BamHI/Xhol-Spaltung erhalten und in den

ebenso gespaltenen pET-30a kloniert.

e pQE32:AtVPS35
AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde aus
pPROEX™HT::AtVPS35 durch BamHI/Pstl-Spaltung erhalten und in den
ebenso gespaltenen pQE32 kloniert.
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e pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS26
Aus pET-M30 (EMBL, Heidelberg) wurde durch Xbal/Ncol-Spaltung die
(Hise-Tag)-(GST-Tag)-(TEV-Schnittstelle)-Sequenz erhalten und in den
ebenso gespaltenen pET-21d/24d::AtVPS26-Vektor ligiert.

e pET-21d/24d::AtVPS26
Um AtVPS26 (At5g53530, Gene Acc. Number: NP_200165) in die einander
uberlappende Ncol/Nhel multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site,
MCS) zu ligieren, wurde zuerst ein ca. 300bp langes Hilfsfragment nur mit
Ncol aus pGEMTeasy::AtVPS29 erhalten und ungerichtet in den nur mit
Ncol gespaltenen pET-21d-Vektor ligiert. Dieser Vektor wurde zunachst mit
Nhel, dann mit Ncol gespalten und das Hilfsfragment entfernt. Das aus
cDNA unter Verwendung von VPS26 Ncol for und VPS26 Nhel rev Primern
(siehe 4.3) amplifizierte AtVPS26 konnte nach Ncol/Nhel-Spaltung aus
pGEMT-easy in diesen Vektor ligiert werden. Bei pET-24d wurde analog

vorgegangen.

e pET-30a::AtVPS26
Aus pET-21d/24d::AtVPS26 wurde durch Ncol/Xhol-Spaltung die AtVPS26-

Sequenz erhalten und in den ebenso gespaltenen pET-30a-Vektor ligiert.

e pPROEX™HT::AtVPS26
AtVPS26 (At5g53530, Gene Acc. Number: NP_200165) wurde aus cDNA
unter Verwendung von VPS26 BamHI for und VPS26 Sacl rev Primern (siehe 4.3)
amplifiziert und durch BamHI/Pstl-Spaltung aus pGEMT-easy in
pPROEX™HT (Invitrogen Life Technologies) kloniert.

o pQE32::AtVPS26
Das Vorgehen bei diesen Konstruktion entsprach demjenigen bei AtVPS35.
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o pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS29
AtVPS29 (At3g47810, Gene Acc. Number: NP_974400) wurde aus cDNA
unter Verwendung von VPS29 Rcal for und VPS29 Nhel rev Primern (siehe 4.3)
amplifiziert und durch Rcal/Nhel-Spaltung aus pGEMT-easy in den mit
Ncol/Nhel gespaltenen pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS26-Vektor ligiert.
Rcal und Ncol bilden kohasive Enden. Die Verwendung von Ncol ist bei

Vps29 nicht moglich, da das Gen selbst eine Ncol-Schnittstelle enthalt.

e pET-21d/24d::AtVPS29

e pET-30a::AtVPS29
Wie im zuvor beschriebenen Fall wurde AtVPS29 durch Rcal/Nhel-Spaltung
aus pGEMT-easy in den entsprechenden mit Ncol/Nhel gespaltenen
Zielvektor ligiert.

e pPROEX™HT::AtVPS29
e pQE32:AtVPS29

Das Vorgehen bei diesen Konstruktion entsprach demjenigen bei AtVps26.

e pET-HTGSTTEV-21d/24d::AtVPS5
o pET -21d/24d::AtVPS5
Das Vorgehen bei diesen Konstruktion entsprach demjenigen bei AtVPS35.

e pET-21d/24d::HTGSTTEV-AtVPS26::AtVPS29

e pET-21d/24d::HTGSTTEV-AtVPS29::AtVPS26

e pET-21d/24d::HTGSTTEV-AtVPS26::HTGSTTEV-AtVPS29

e pET-21d/24d::AtVPS26::AtVPS29

o pET-21d/24d::AtVPS29::AtVPS26
Der ORF des jeweils hinteren Gens wurde aus dem entsprechenden Vektor
mit Xbal/Xhol erhalten und anschlieBend in den mit Nhel/Xhol gespaltenen
Vektor des vorderen ORFs ligiert. Das Vorgehen entspricht dem in 2.3 (Bild

2-9) beschriebenen Prinzip. Bei AtVPS29 kann es trotz einer im Gen
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liegenden Xbal-Schnittstelle angewandt werden, da diese durch Methylierung
geschutzt ist.

35S::AtVPS29::YFP/CFP

Zunachst wurde mittels Xbal/Notl-Spaltung aus pECFP/YFP (Clontech) die
DNA-Sequenz des Chromophors erhalten und in pPROEX™HTh
(Invitrogen) kloniert. Aus diesem Vektor wurde es anschlieBend mit
Xbal/EcoRI in einen ebenso gespaltenen pET21-Vektor kloniert (,pET-
YFP/CFP*). AtVPS26 (At5g53530, Gene Acc. Number: NP_200165) wurde
aus cDNA unter Verwendung von VPS26 BamHI for und VPS26Astop Ncol rev
Primern (siehe 4.3) amplifiziert und durch BamHI/Ncol-Spaltung aus
pGEMT-easy in diesen, entsprechend gespaltenen pET-YFP/CFP-Vektor
ligiert. Aus diesem wurde das AtVPS26::YFP-Konstrukt anschlieRend mittels
Xbal/Sacl-Spaltung und Ligation in den 35S-Vektor des pGreen-Systems

kloniert.

35S::AtVPS29::YFP/CFP

AtVPS29 (At3g47810, Gene Acc. Number: NP_974400) wurde aus cDNA
unter Verwendung von VPS29 BamHI for und VPS29Astop Rcal rev Primern (siehe
4.3) amplifiziert und durch BamHI/Rcal-Spaltung aus pGEMT-easy in den mit
BamHI/Ncol gespaltenen 35S::Vps26::YFP/CFP ligiert.

35S::AtVPS26WT::pDE4

AtVPS26 (At5g53530, Gene Acc. Number: NP_200165) wurde mit
Ncol/BamHI aus pET-21d::AtVPS26 gespalten und in den ebenso
gespaltenen, von Jurgen Denecke zur Verfugung gestellten Vektor pDE4
(siehe Leborgne-Castel et al., 1999) ligiert. Das Gen befindet sich zwischen
dem Blumenkohimosaikvirus (CaMV) 35S-Promotor und dem NOS-
Terminator des pUC-basierten pDE4-Vektors. Mit der aus dem pET21-Vektor
stammenden Nhel-Schnittstelle war es moglich die anderen Wildtyp-Gene

mit Ncol/Nhel subzuklonieren.
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35S::AtVPS29WT::pDE4

AtVPS29 (At3g47810, Gene Acc. Number: NP_974400) wurde nach
Rcal/Nhel-Spaltung aus pGEMT-easy in den mit Ncol/Nhel gespaltenen
35S::AtVPS26WT::pDE4-Vektor ligiert.

35S::AtVPS35WT::pLL4

AtVPS35 (At3g51310, Gene Acc. Number: NP_190699) wurde vom oben
beschriebenen pGEX-GST:: AtVPS35 unter Verwendung von VPS35 Clal for
und VPS35 BamHI rev Primern (siehe 4.3) amplifiziert und durch Clal/BamHI-
Spaltung aus pGEMT-easy in den ebenso gespaltenen, von Jurgen Denecke
zur Verfugung gestellten Vektor pLL4 (Brandizzi et al., 2003) ligiert.

35S::AtVPS26-Mutanten::pDE4

Die Mutanten der verschiedenen Vps26 Konstrukte wurden durch Austausch
der Isoleucin143 oder Valin144 Codons unter Verwendung von VPS26 IA
for/rev, VPS26 VP forirev, VPS26 IVAP for/rev Primern (siehe 4.3) hergestellt.
Hierzu wurde vom oben beschriebenen 35S::AtVPS26WT::pDE4 mit Vps26
for und dem VPS26 IA rev oder dem Vps26 rev und dem VPS26 IA for jeweils ein
Teil der kodierenden Sequenz amplifiziert. Beide Fragmente wurden
hybridisert und mit den auReren Vps26 Primern (VPS26 Ncol for und VPS26
Nhel rev) weiter amplifiziert und anschliel3end nach Kpnl/Clal — Spaltung die
Wildtyp-Sequenz im ebenso gepaltenen 35S::AtVPS26WT::pDE4 ersetzt.

Das Vorgehen bei samtlichen Mutanten war analog.

4.7 Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli

Die oben beschriebenen Expressionsvektoren (s. 4.6.11) wurden in BL21(DE3)-

CodonPlus oder Rosetta-Zellen durch Hitzeschock transformiert (s. 4.6.7.1) und

die Bakterien in LB mit den Antibiotika Chloramphenicol (34 pg/ml) und

Ampicillin (50 pg/ml) oder Kanamycin (25 ug/ml) bei 37°C und 250 rpom Uber

Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturen in einer Verdinnung von

1:50 in 4 ml frisches LB Uberimpft und bis zu einer ODgyo von max. 0,8 kultiviert.
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Bei Erreichen dieser OD wurden die Kulturen geteilt und in der einen Halfte mit
0,5mM IPTG die Expression fur drei Stunden bei 24°C induziert. Alternativ
wurden im Rahmen des Solubilitatsscreens (siehe 4.8.1) auch Expressionen bei
16°C Uber Nacht durchgefihrt. Danach wurden die Bakterien abzentrifugiert,
mit PBS gewaschen, ihr Sediment in 500 yl SDS-Probenpuffer resuspendiert
und bei 95°C fur funf Minuten gekocht. Die Proben wurden in einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese getrennt und das Gel mit Coomassie gefarbt.
Von Kulturen, die das gewilnschte Protein gut exprimierten, wurden stabile
Langzeitkulturen angelegt und die Proteine daraufhin in einem groRen Malstab
exprimiert. Dazu wurden die Ubernachtkulturen in 500 ml LB Uberimpft und
diese in entsprechender Weise induziert und nach der Expression bei 6000 g
(Sorvall RC5CPIlus, Rotor SLA3000) zentrifugiert, die Sedimente mit PBS
gewaschen und in Falconrohrchen in flussigem Stickstoff gefroren und bei
-78°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

4.8 Aufreinigung der Fusionsproteine

4.8.1 Solubilititsscreen

Von 50 ml wie unter 4.7 beschriebenen Expressionsansatzen wurden nach
Ende der Expressionszeit 2 ml Aliquots entnommen und fir vier Minuten bei
4000 g zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R). Das Sediment wurde in 1 ml
PBS gewaschen und bei —78°C eingefroren. Zur Aufarbeitung wurde es in
500 ul eines der weiter unten aufgefuhrten Lysispuffer resuspendiert und mit
mehreren Ultraschallpulsen (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 5*30 s, 200 W)
lysiert. Nach einer funfminutigen Zentrifugation bei 20000 g wurde der
Uberstand mit den I6slichen Proteinen vom unldslichen Riickstand getrennt. Die
|6slichen Proteine wurden mittels Fllggefallung (siehe 4.10.3) gefallt und in
30 ul Probenpuffer aufgenommen. Zum unléslichen Rickstand wurden direkt
50 yl Probenpuffer gegeben. Nach funfminatigem Erhitzen auf 95°C und
anschlieBender Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit wurden 10 ul von
beiden Fraktionen zur Untersuchung der Anwesenheit der Uberexprimierten
Proteine in einem SDS-Gradientengel elektrophoretisch aufgetrennt und mit

Coomassie gefarbt.
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Die unterschiedlichen Lysispuffer hatten die folgende Zusammensetzung:

pH-Screen
pH5
pH6
pH7
pH8

pH9

Salz-Screen
0.1S

05S

1S

0.1 KS

1KS

Detergenz-Screen

NP40

Triton X-100

Tween-20

Natriumdesoxycholat

Stabilisator-Screen

NP40

Triton X-100

4.8.2 Affinitatsreinigung Uber Glutathion-Sepharose 4B

50 mM Na Acetate pH 5

50 mM MES pH 6
50 mM Tris pH 7
50 mM Tris pH 8

50 mM Tris pH 9

50 mM Tris pH 7.5
50 mM Tris pH 7.5
50 mM Tris pH 7.5
50 mM Tris pH 7.5

50 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

20 mM Tris pH 7.5

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

100 mM NaCl

500 mM NaCl

1M NaCl

100 mM KClI

1 MKCI

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

50 mM NaCl

5mM EDTA
5mM EDTA
5mM EDTA
5mM EDTA

5mM EDTA

5mM EDTA
5mM EDTA
5 mM EDTA
5 mM EDTA

5mM EDTA

0.2% NP 40

0.2% Triton X-100

0.2% Tween-20

0.2% Natriumdesoxycholat

10% Glycerin

50% Glycerin

Jedes der unter 4.7 hergestellten 500 mI-Sedimente wurde in 20 ml eiskaltem

Lysispuffer (50 mM Tris-HCI,

pH 7,5;

100 mM KCl;

5mM EDTA; 2mM

Leupeptin; 0,7 uM Pepstatin; 2 pg/ml Aprotinin; 1 mM PMSF) resuspendiert und

mit mehreren Ultraschallpulsen (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 5*30 s,
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200 W) lysiert. Durch anschliellende Zentrifugation bei 100000 g (Sorvall
Discovery 90SE, Rotor Ti-60) wurde der cytosolische Uberstand erhalten und
mit 500 ul Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia, Freiburg) versetzt. Die
Bindung des Proteins an die Beads erfolgte wahrend einer Stunde bei 4°C auf
dem Drehrad. Danach wurde der gesamte Ansatz in eine Leersaule gegeben
und funf Mal mit jeweils 6 ml Lysispuffer gewaschen, gefolgt von einem
weiteren Waschschritt mit 10 ml Waschpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1 M
KCI; 5mM EDTA). Die gebundenen Proteine wurden funf Mal mit je 500 pl
Elutionspuffer (10 mM Glutathion in 50 mM Tris-HCI; pH7,5) eluiert. Pro
Fraktion wurden 20 pl-Proben einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese mit

anschlieBender Coomassiearbung analysiert.

4.8.3 Aufreinigung aus EinschluBkorpern (Inclusionbodies)

Das wie in 4.7 beschrieben hergestellte 500 mI-Sediment wurde in 20 ml
eiskaltem Puffer A (50 mM TRIS pH 8,5; 200 mM NaCl; 10 % Glycerin; 10 mM
Imidazol pH 8,0; 3 mMol B-Mercaptoethanol; 0,1 mM PMSF) resuspendiert und
mit mehreren Ultraschallpulsen (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 5*30 s,
200 W) lysiert. Durch anschliel3ende, einstiindige Zentrifugation bei 100000 g
(Sorvall Discovery 90SE, Rotor Ti-60) wurde der cytosolische Uberstand
erhalten und verworfen. Der unl6sliche Ruckstand, wurde anschliellend
zweimal mit Waschpuffer A (Puffer A mit 1 % Triton X-100 und 1 M Harnstoff)
gewaschen und jeweils 30 Minuten wie oben zentrifugiert. Das erhaltene
Sediment wurde in 30 ml Solubilisierungspuffer (Puffer A mit 8 M Harnstoff)
gelost und daraufhin an 3 ml Ni-NTA Fastflow (Qiagen, Hilden) gebunden. Die
Bindung des Proteins an die Nickelsdule erfolgte durch einstindiges
Umpumpen der Proteinlésung bei 4°C und einer FluRrate von 1 ml/min auf die
entsprechend gepackte Saule. Danach wurden die gebundenen Proteine mit
20 ml Waschpuffer B (Solubilisierungspuffer mit 20 mM Imidazol) gewaschen.
Die Ruckfaltung bzw. Renaturierung des gebundenen Proteins erfolgte uber
einen Gradienten von Solubilisierungspuffer zu Puffer A von dem 100 ml bei
einer FluBrate von 1 ml/min Uber die Saule gegeben wurde (,on-column-
refolding®, siehe auch Glynou, K. et al., 2003). Die Elution erfolgte mit einem

Stufengradienten von Imidazol in Puffer A. Hierzu wurden bei gleichbleibender
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FluRrate je 20 ml Puffer A mit 20 mM, 60 mM, 80 mM und schlieRlich 250 mM
Imidazol uber die Saule geleitet bis kein Protein mehr eluiert wurde. Die Elution
wurde Uber die UV-Absorption kontrolliert. Von den einzelnen Fraktionen
wurden danach je 20 ul in einem SDS-Gradientengel elektrophoretisch getrennt

und mit Coomassie gefarbt.

4.8.4 TEV-Spaltung und Aufreinigung

Die wie unter 4.8.3 gewonnenen Fraktionen gereinigter und ruckgefalteter
Fusionsproteine wurden vereint und mit Hilfe eines 30 kDa Zentrikons
(Centriprep, Millipore, Bedford, USA) auf ca.5 ml in Puffer B (50 mM TRIS
pH 8,5; 200 mM NaCl; 10 % Glycerin; 3 mMol B-Mercaptoethanol; 0,1 mM
PMSF) eingeengt. Zur Spaltung des Tags mit TEV-Protease wurde die Losung
mit Puffer C (Puffer B mit 5 mM DTT) auf 50 ml verdinnt und 1% TEV-Protease
(Invitrogen) zugegeben. Nach 36stundiger Inkubation bei 4°C und
anschlieender Zentrifugation zur Abtrennung ausgefallenen Proteins wurde
der Uberstand abermals mit Hilfe eines 10 kDa Zentrikons konzentriert und zur
weiteren Reinigung in 2 ml Probevolumen einer Gelffiltration (Superdex S75
26/60) mit Laufpuffer D (20 mMol Tris pH 8,5; 200 mM NaCl; 1 % Glycerin)
unterzogen. Die Elution wurde via UV-Absorption bei 280 nm aufgezeichnet.

4.9 Gewinnung und Aufreinigung von Antikorpern

Als Antigene wurden die Retromeruntereinheiten AtVps29, AtVps26 als Hisg-
GST-TEV-Fusionsproteine und GST-AtVps35 aus EinschluBkorpern (Inclusion
bodies) und GST-Pep12 als affinitatsgereinigtes Fusionsprotein verwendet. Das
GST-AtVps35 wurde dabei direkt aus den solubilisierten Einschlukorpern im
folgenden Schritt eingesetzt. Dabei wurde zur Solubilisierung der oben (4.8.3)
beschriebene Puffer A mit 8 M Harnstoff und ohne Imidazol verwendet. Die
gereinigten rekombinanten Proteine wurden in einer praparativen SDS-
Gelelektrophorese (Geldicke 0,75mm) getrennt und die Gele eine halbe Stunde
in 250 mM KCI-LOsung bei 4°C gefarbt, wobei die Proteine als weille K-SDS-
Proteinkomplexe sichtbar werden. Die Banden wurden dann mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des Biotrap Elektroelutionssystems (Schleicher &

Schull, Dassel, Deutschland) gemal den Herstellerangaben isoliert.
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Das Extrakt wurde in Zentrikons (Centriprep, Millipore, Bedford, USA)
aufkonzentriert und die Proteinkonzentration bestimmt. Das eluierte Protein
wurde nochmals in einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese  auf
Abbauprodukte analysiert. Die den Informationen der Anbieter entsprechenden
Proteinmengen wurden dann an diese zur Immunisierung der Kaninchen
versandt (AtVps35 und Pep12: BioScience, Gottingen; AtVps26 und AtVps29:
Eurogentec, Seraing, Belgien). Die erhaltenen Seren wurden entweder direkt
verwendet oder die IgGs vom Serum auf einer ProteinG—Sepharose CL-4B
Saule (P3391; Sigma, Taufkirchen) getrennt und mit 100 mM Glycin-HCI,
pH 2,9 eluiert wie bei Harlow und Lane (1988) beschrieben. Die aufgereinigten
Fraktionen wurden dann mit 0,02 % NaN3; konserviert und bei 4°C aufbewahrt.
Die Seren wurden bei -20°C gelagert. Die Antikdrper wurden in den oben (siehe

4.4.1) angegebenen Verdunnungen verwendet.

4.10 Allgemeine proteinbiochemische Methoden

4.10.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zu 20 pl einer Probe wurden mit 1 ml Bradfordreagenz (0;007 % (w/v) Serva
Blue G250; 2 % (v/v) Ethanol; 8,5 % (v/v) ortho-Phosphorsaure in aquapigest.)
gegeben und 10 min inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer
Eichkurve Uber die Messung der Extinktion bei 595 nm (DU 640 B
Spectrophotometer, Beckman Coulter) bestimmt (Bradford, 1976).

4.10.2 TCA-Fallung von Proteinen

Den Proteinlésungen wurden hierzu 10 % (w/v) Trichloressigsaure (TCA)
zugesetzt und die Proteine eine Stunde bei 0°C gefallt. Nach einer
halbstindigen Zentrifugation bei 20000 g (Eppendorf Centrifuge 5417R,
Hamburg) wurde das Prazipitat mit eiskaltem 80 % Aceton oder 70 % Ethanol

gewaschen und getrocknet.

4.10.3 Chloroform/Methanol-Fallung von Proteinen
Mit dieser Methode lassen sich vor allem Salze und Detergenzien sehr gut

entfernen. Zu einem Volumen einer Proteinlosung wurden vier Volumina
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Methanol gegeben, gut gemischt, danach ein Volumen Chloroform, nochmals
gut gemischt und zuletzt drei Volumina Wasser und nochmals gut gemischt. Die
Lésung wurde dann bei 9000 g (Eppendorf miniSpin plus-Tischzentrifuge,
Hamburg) fir zwei Minuten zentrifugiert, die obere Phase vorsichtig
abgenommen (das Proteinprazipitat befindet sich in der Interphase) und vier
Volumina Methanol zugegeben. Nach einer weiteren Zentrifugation fur zwei
Minuten bei 12000 g sedimentiert das Protein und der Uberstand wurde

abgesaugt (Wessel und Fligge, 1984).

4.10.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die zur SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) bestimmten
Proteinproben wurden stets in SDS-Probenpuffer (25 mM Tris-HCI, pH 8,0;
2,5% (wiv) SDS; 12,5 % (v/v) Glycerin; 2,5 % (v/v) B-Mercaptoethanol;
0,0625 % (w/v) Bromphenolblau) aufgenommen und 5 min bei 95°C denaturiert.
Die Auftrennung erfolgte in einem 10-12%igen Trenngel (125 mM Tris-HCI,
pH6,8;, 0,1 % (w/v) SDS; 10-12 % (w/v)  Polyacrylamid; 0,1 % (w/v)
Ammoniumpersulfat; 0,1 % (v/v) TEMED) der eine Fokusierung der Proben in
einem 4% igen Sammelgel (125 mM Tris-HCI, pH6,8; 0,1 % (w/v) SDS;
4 % (w/v) Polyacrylamid; 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat; 0,1 % (v/v) TEMED)
vorangestellt war (Lammli, 1970). Die Elektrophorese wurde in Gelapparaturen
der Firma Hoefer Scientific Instruments (California, USA) bei 100 V — 220V in
Laufpuffer (50 mM Tris-HCI; pH 8,3; 380 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS)
durchgefuhrt.

4.10.4.1 2-D-Gelelektrophorese

Die aus den Immunprazipitationsexperimenten (siehe 4.12.5 und 2.13.1)
eluierten Proteine wurden mit einer Chloroform-Methanol-Fallung (4.10.3)
gefallt und die getrockneten Proteinprazipitate in 7 M Harnstoff;
2 M Thioharnstoff; 2 % (w/v) CHAPS; 0,5 % (v/v) IPG Buffer pH 3-10 (Amerham
Biosciences, Freiburg, Germany), 360 mg/ml DTT, sowie einer Spur
Bromphenolblau (BPB) geldst. Nach einer zweiminltigen Zentrifugation bei
14000 g (Eppendorf Centrifuge 5417R) zur Entfernung unloslicher Aggregate
wurden 125 yl Proben mit 40 ug Protein auf einen 7 cm IPG-Streifen mit einem
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stabilisierten, linearen  pH-Gradienten von pH3-10 gemall den
Herstellerangaben fur das IPGphor-System (Amerham Biosciences, Freiburg)
aufgetragen. Die Rehydrierung der Streifen wurde fur 14 Stunden unter einer
Spannung von 30 V im proteinhaltigen Puffer durchgeflihrt. Die Isoelektrische
Fokusierung (IEF) schlof} sich daran wie folgt an: 1 Stunde mit 500 V, 1 Stunde
mit 1000 V, danach linear ansteigend bis maximal 8000 V. Die IEF wurde bis
30000 Vh durchgeflhrt, die Streifen wurden dann zweimal fur je 15 Minuten in
10 ml Aquilibrationspuffer (50 mM Tris-HCI pH 8,8; 6 M Harnstoff; 30 % (v/v)
Glycerin; 2 % (w/v) SDS; eine Spur BPB) aquilibriert. Dabei wurden beim ersten
Mal 10 mg/ml DTT, beim zweiten Mal 25 mg/ml lodacetamid zugegeben. Die
aquilibrierten Streifen wurden dann auf einem 10 %igen Polyacrylamidgel ohne
Sammelgel fixiet und unter Standardbedingungen eine  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese durchgefuhrt. Die Gele wurden anschlieend
elektrophoretisch auf Nitrocellulose Ubertragen und mit verschiedenen

Antikdrpern analysiert.

4.10.5 Coomassie-Farbung

Nach der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurden die Gele zwischen einer
und sechzehn Stunden in Coomassie-Farbelosung (0,2 % (w/v) Coomassie
Brilliant Blue R250 in 50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure) auf einer
Standardlaborwippe inkubiert und anschliefend in Fixierlosung (50 % (v/v)

Methanol; 10 % (v/v) Essigsaure) zwei bis vier Stunden entfarbt.

4.10.6 Western-Blot-Analyse (Immunoblot)

4.10.6.1 Elektrophoretischer Proteintransfer

Vor dem elektrophoretischen Proteintransfer, der im NaBblotverfahren (Bio-
Rad, Mlnchen) erfolgte, wurden die Nitrocellulosemembranen (Pall, Dreieich) in
Blotpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol) aquilibriert. Der
Transfer wurde bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA in einer Stunde
oder bei 150 mA uber Nacht durchgefuhrt.
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4.10.6.2 Proteinfarbung auf Blots

Die Membranen wurden nach dem Proteintransfer mit Ponceaurot (0,2 % (w/w)
Ponceau S in 3 % Trichloressigsaure) zwei Minuten bei Raumtemperatur
gefarbt und anschlieBend in TBS-T auf einer Standardlaborwippe wieder
vollstandig entfarbt.

4.10.6.3 Immunnachweis

Die Membranen wurden zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen
60 Minuten in Blocklosung (5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T) inkubiert und
dreimal jeweils zehn Minuten in TBS-T gewaschen. Danach wurden die
Membranen in Primarantikérper in den angegebenen Verdlinnungen eine
Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht im Kuhlraum inkubiert und wieder
dreimal jeweils 15 Minuten in TBS-T gewaschen. Daraufhin erfolgte die
Inkubation in Sekundarantikdrperldsung fur eine Stunde in den angegebenen
Verdinnungen in Blocklésung bei Raumtemperatur und das erneute Waschen
mit zweimal TBS-T und einmal TBS fur jeweils 15 Minuten.

Zur ECL-Detektion wurde dann das Detektionsreagenz wie folgt verwendet:
200 pl 250 mM Luminol in DMSO, 89 pl 90 mM p-Coumarsaure in DMSO und
2ml 1 M Tris-HCI pH 8,5 wurden auf 20 ml mit aquapigest. aufgefullt und 6 pl
30 %ige H20O»-Losung zugesetzt und gemischt. Filme (Hyperfiim, RPN 2104,
Amersham, GB) wurden nach dem Versetzen der Membranen mit dem

Detektionsreagenz sofort zwischen 20 s und einer Stunde belichtet.

4.11 Pflanzenmaterial

4.11.1 Kultivierung von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana (var. Columbia) Pflanzen wurden auf Erde (TKS1,
Floragard, Oldenburg) unter Kaltlicht (430 W Son-T Agro-Lampen, Philips,
Hamburg) bei Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit), 22-25°C und

40-60 % relativer Luftfeuchtigkeit im Gewachshaus aufgezogen.
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4.11.2 Kultivierung von Nicotiana tabacum

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum, Okotyps SR1) wurden auf festem
Nahrmedium (4,30 g/l MS medium basal salt mixture [Duchefa Biochemie,
Haarlem, Niederlande, M0221.0050]; 20 g/l Saccharose; 0,2 g/l MES; pH 5,7
mit KOH eingestellt; 0,8 g/l Agar) in WECK-Glasern (WECK, Wehr) unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit) bei 24°C und 200 pE*m™2*s™
aufgezogen. Samtliche Anzuchtglaser sowie Medien wurden autoklaviert, alle
Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Die Samen wurden
vor der Aussaat durch zweiminutige Inkubation in 12 %iger
Natriumhypochloritldsung oberflachensterilisiert und anschlieend dreimal mit
aquapigest. gewaschen und zur Keimung auf das feste Nahrmedium pipettiert.
Nach 14 Tagen wurden die Pflanzen vereinzelt. Zur in vitro-Vermehrung wurden

SprofRstecklinge verwendet.

4.11.3 Zellkulturen
Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen.

4.11.3.1 Arabidopsis-Suspensionszellkultur

Die Subkultivierung der Arabidopsis-Suspensionszellkultur (Okotyp Col-0)
erfolgte durch Zugabe von 5 g abgesiebten Zellen in 100 ml frisches
MS-Medium (4,41 g/ MS medium including vitamins [Duchefa Biochemie,
Haarlem, Niederlande M0222.0050]; 30 g/l Saccharose; 1 mg/l 2,4-D; pH 5,7
mit KOH eingestellt). Die Kulturen wurden bei 25°C und 100 Upm in einem
Orbitalschuttler im Dunkeln gehalten. Die Zellen wurden vier Tage nach der

Subkultivierung fur die Zellfraktionierung verwendet.

4.11.3.2 BY-2 Suspensionszellkultur

Die Subkultivierung der Tabak Bright Yellow 2 (BY-2)-Suspensionszellkultur
erfolgte wochentlich in einem Verdlinnungsverhaltnis von 1:50 in frischem MS-
Medium (4,30 g/l MS medium basal salt mixture [Duchefa Biochemie, Haarlem,
Niederlande, MO0221.0050]; 30 g/l Saccharose; 0,2 mg/l 2,4-D; 200 mg/Il
KH2POQOy4; 100 mg/l Myoinositol; 1 mg/l Thiamin; pH 5,8 mit KOH eingestellt). Die

Kulturen wurden bei 25°C und 150 Upm in einem Orbitalschattler im Dunkeln
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gehalten. Die Zellen wurden ca. funf Tage nach der Subkultivierung fiur die
Zellfraktionierung verwendet.

4.11.4 Protoplastengewinnung aus Tabakmesophyli

Vier bis sechs Wochen nach Vereinzelung oder in vitro-Vermehrung wurden die
Blatter der Tabakpflanzen zur Gewinnung von Protoplasten unter sterilen
Bedingungen geerntet. Den Blattern wurden mit einem Skalpell die
Hauptleitbindel entfernt und die untere Epidermis mit dem Skalpell oder einem
speziell angefertigten Stdl3el angeritzt bzw. punktiert. Anschlieend wurden die
Blatter mit der Blattunterseite auf ca. 7 ml Enzymlésung (0,4 % (w/v) Cellulase
R10 Onozuka; 0,2 % (w/v) Mazerozym R10 Onozuka in TEX-Puffer [500 mg/I
MES; pH 5,7 mit KOH eingestellt; 3,1 g/l Gamborg B5 Medium; 400 mM
Saccharose; 750 mg/l CaCly'2H,0; 250 mg/ml NH4NO3; in aquapigest]) in
Petrischalen gelegt und flr 20 Stunden bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden die Petrischalen vorsichtig geschwenkt und eine weitere Stunde
inkubiert. Insgesamt wurden fur eine Isolierung 7 Petrischalen verwendet, die
allesamt nach der Inkubation durch ein 100 um Nylonnetz filtriert wurden. Alle
Petrischalen und das Nylonnetz wurden anschlief3end nochmals mit 50 ml TEX-
Puffer ausgeschwenkt und gespult, so dass 100ml vereinigte
Protoplastenlosung in zwei 50 ml Falcon-Rohrchen bei 80g fur 15min
ungebremst zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus) werden konnten. Die
Zelltrtmmer und die Enzymldsung wurden daraufhin mit einer Pasteurpipette
mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe (Watson Marlow U310) entfernt und die
flotierenden Protoplasten in zwei Waschschritten mit Elektroporationspuffer
(10 MM Hepes; pH 7,2 mit KOH eingestellt; 400 mM Saccharose; 600 mg/l
CaCly; 6 g/l KCI in aquapigest) und abermaligen, ungebremsten Zentrifugationen

wie oben auf eine Zelldichte von 4*10° Protoplasten/ml konzentriert.

4.12 Zellbiologische Methoden

4.12.1 Subzellulare Fraktionierung
100 g frisch abgenutschte suspensionskultivierte Arabidopsiszellen wurden
zwei Minuten mit einem Handmixgerat (ESGE-Zauberstab M150; ESGE;
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Mettlen, Schweiz) in 100 ml gekihltem Homogenisationspuffer (0,4 M
Saccharose; 40 mM HEPES-KOH pH 7,0; 10 mM KCI; 5 mM EDTA; 1 mM DTT;
2 mM o-Phenanthrolin; 0,5 ug/ml Leupeptin; 2 ug/ml Aprotinin; 1 pg/ml
Pepstatin; 1 pg/ml  trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido-4-(4-guanido)-butan
[E-64]) auf Eis homogenisiert. Das Homogenisat wurde durch zwei Schichten
Miracloth® (Calbiochem) filtriert und das erhaltene Filtrat fiir 10 min bei 3000 g
vorzentrifugiert (Sorvall RC5C Plus, Rotor SS34), um Zelltrdmmer und
Zellwande zu entfernen. Der Uberstand wurde dann fiir 20 min bei 13000 g
zentrifugiert (Sorvall RC5C Plus, Rotor SS34). Das Sediment (P13) wurde
aufbewahrt und der Uberstand nochmals fir 60 min bei 100000 g zentrifugiert
(Sorvall Discovery 90 SE, Rotor AH629). Der erhaltene cytosolische Uberstand
wurde als S100-Fraktion  bezeichnet, das Sediment mit den
Membranbestandteilen als P100-Fraktion. Bei den suspensionskultivierten
BY-2 Zellen wurde analog vorgegangen mit der Ausnahme, dass die Zellen
zuerst mit einem Glasdouncer (Cole Parmer Instruments Co.) grob
homogenisiert und anschlieend bei 100 bar durch eine Jeda-Press (LINCA,
Tel-Aviv, Israel) passiert wurden. Samtliche Arbeitsschritte wurden auf Eis oder
in gekdhlten Gefallen und Zentrifugen durchgefuhrt. Gleiche Mengen Protein
aus jeder Fraktion wurden mit Methanol/Chloroform gefallt, in SDS-
Probenpuffer resuspendiert, auf einem 10 % Polyacrylamidegel getrennt und
mittels Western Blot und verschiedenen Antikorpern analysiert.

4.12.2 Saccharosedichtegradientenzentrifugation

Das P100-Sediment wurde auf einen linearen 15-55% (w/w)
Saccharosedichtegradienten in Homogenisationspuffer (siehe 4.12.1) geladen.
Die Trennung erfolgte in einer 16-stlindigen isopyknischen
Dichtegradientenzentrifugation bei 100000 g (Sorvall Discovery 90 SE, Rotor
AH629). Der Gradient wurde in 30 Fraktionen zu je 1,3 ml mit Hilfe einer an
eine P1-Pumpe (Amersham Bioscience, Freiburg) angeschlossenen Kapillare
fraktioniert. Die Fraktionen wurden nach Messung der jeweiligen Protein- und
Zuckerkonzentration mit TCA gefallt und in 350 yl SDS-Probenpuffer
resuspendiert. Die Proteinproben wurden auf einem 10 % Polyacrylamidegel
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getrennt und mittels Western Blot und verschiedenen AntikGrpern u.a. gegen
Markerproteine analysiert.

4.12.3 Dissoziation von P100-Membranen

Die P100 Membranfraktion aus dem Arabidopsissuspensionskulturlysat wurde
in Homogenisationspuffer alleine, sowie in Homogenisationspuffer (siehe
4.12.1) mit 0,25M NaCl; 1 M NaCl; 0,1 M Na;COs; 2 M Harnstoff und 1 %
Triton X-100 resuspendiert und eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
Unlésliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 100000 g (Sorvall
Discovery M120, Rotor S45A) flr 60 min resedimentiert und die l6slichen und
unloslichen Fraktionen auf einem 12 % Polyacrylamidegel getrennt und mittels
Western Blot und Antisera gegen AtVPS35 analysiert.

4.12.4 Gelfiltration dissoziierter P100-Membranen

Die P100 Membranfraktion wurde in Homogenisationspuffer (siehe 4.12.1) mit
250 mM NaCl resuspendiert, sowie eine Stunde bei 4°C auf dem Drehrad
inkubiert und die Membranen durch eine weitere einstundige Zentrifugation bei
100000 g (Sorvall Discovery M120, Rotor S45A) abermals sedimentiert. Der
Uberstand wurde anschlieRend auf einer Superdex 200 HR 10/30 Séaule
(Amersham Biosciences, Freiburg) mit obigem Puffer bei einer Flussrate von
0,4 ml/min in 1 ml-Fraktionen getrennt. Die Proteinkonzentration wurde via UV-
Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. Die gesammelten Fraktionen wurden mit
TCA gefallt und auf einem 10 % Polyacrylamidegel getrennt und mittels
Western Blot und verschiedenen  Antikdrpern analysiert. Zur
Molekulgewichtsbestimmung wurde das Standardisierungspaket MW-GF-1000
(Sigma-Aldrich) zur Kalibrierung von 29kDa - 700 kDa in mehreren
Kalibrationslaufen unter denselben Bedingungen eingesetzt.

4.12.5 Immunprazipitation

Fraktionen aus dem dichten Teil (47-50 % (w/w) Saccharose) der isopyknischen
Saccharosedichtegradientenzentrifugation einer P100 Arabidopsis-
membranfraktion (s. 4.12.1) wurden vereint und eine Stunde bei 4°C mit
2 % (w/v) CHAPS behandelt. Nach einer einstindigen Zentrifugation bei



4 Material und Methoden 115

100000 g wurde der Uberstand mit einer Suspension kovalent an ProteinG-
Sepharose4 Fast Flow Beads (Amerham Biosciences, Freiburg) gebundener
AntiVps35-Antikorper versetzt. Die Kopplung von 1 ml Antiserum (35 mg/ml
Gesamtproteingehalt) an 200 ul ProteinG-Beads erfolgte gemal Hersteller-
angaben und wurde erganzt durch die kovalente Bindung (Vernetzung) mit
Dimethylpimelimidat (DMP) nach den Angaben von PIERCE (Rockford, IL,
USA). Vor der Verwendung der gekoppelten Antikdrper wurden die Beads
einmal mit 100 mM Glycin pH 2,5 eluiert, um eventuell ungebundene IgGs zu
entfernen. Zu 100yl dieser AntiVps35-Beads wurde 1ml (5 mg/ml
Gesamtproteingehalt) des CHAPS-I6slichen Extrakts gegeben und bei 4°C flr
zwei Stunden auf dem Drehrad inkubiert, finfmal mit je 1 ml
Homogenisationspuffer (siehe 4.12.1) mit 2 % (w/v) CHAPS und funfmal mit je
1 ml Homogenisationspuffer onne CHAPS gewaschen. Die Beads wurden bei
500 g eine Minute sedimentiert und gebundene Proteine funfmal mit je 1 ml
Elutionspuffer (100 mM Glycin, pH 2,5) eluiert und direkt mit 100 uL 1M Tris-
HCI, pH 8,8 pro ml Eluat neutralisiert. Das Eluat wurde anschlieRend mit TCA
gefallt und die eluierten Proteine in einer ein- oder zweidimensionalen SDS-
PAGE getrennt, elektrophoretisch auf Nitrocellulose Ubertragen und mit Hilfe
verschiedener Antikorper analysiert.

4.12.6 a-Amylase-Assay

4.12.6.1 Transformation der Protoplasten

Die Transformation der wie unter 4.11.4 gewonnenen Protoplasten erfolgte
unter sterilen Bedingungen. Es wurde ausschlie3lich die wie unter 4.6.8.3
hergestellte DNA verwendet. Diese wurde hierzu in Elektroporationspuffer
(10 mM Hepes; pH 7,2 mit KOH eingestellt; 400 mM Saccharose; 600 mg/I
CaCly; 6 g/l KCI in aquapigest.) entsprechend auf 100 pl verdunnt. Zu 500 ul der
Protoplastensuspension wurden in einer HalbmikrokUvette die 100 pl der DNA-
Losung gegeben, durch kurzes Aufschutteln gut durchmischt und fur funf
Minuten inkubiert. Nach der Elektroporation (910 uF, 130V) wurde die

transformierte Protoplastensuspension nochmals flr 30 min inkubiert und dann
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mit 2 ml TEX-Puffer in eine 4 cm Petrischale Uberfuhrt und fir 24 h bei RT im
Dunkeln inkubiert.

4.12.6.2 Ernten der Protoplasten und des Mediums

Nach der 24stindigen Inkubation wurde die Transformationslosung in ein 15 ml
Reaktionsgefal® uberfuhrt und bei 100 g (Megafuge 1.0R, Heraeus) fur funf
Minuten zentrifugiert. 1 ml des Mediums unter den flotierenden intakten
Protoplasten wurde mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgesaugt und in
Eppendorf-Reaktionsgefallen auf Eis gelagert. Zelltrammer wurden in einer
anschlieBenden Zentrifugation bei 13000 g fur 10 min entfernt (Eppendorf
Centrifuge 5417R). Nach Entnahme des Mediums wurde die verbliebene
Suspension mit 250 mM NaCl-Lésung zehnfach verdunnt und finf Minuten bei
100 g in einer ungebremsten Zentrifugation (Megafuge 1.0R, Heraeus)
sedimentiert. Der Uberstand wurde mit Hilfe einer peristaltischen Pumpe

entfernt und das Protoplastensediment auf Eis oder bei —78°C gelagert.

4.12.6.3 Messung der a-Amylaseaktivitat

Die a-Amylaseaktivitat wurde sowohl in den enthommenen Medienproben als
auch in den Protoplastensedimenten gemessen. Zur Messung im Medium
wurde dieses im Verhaltnis 1:1 (v/v) mit Amylaseextraktionspuffer (60 mM Tris-
HCI pH 8,0; 2 mM EDTA pH 8,0) gemischt und jeweils die Aktivitat in 30 pl einer
solchen 1:1 verdinnten Probe gemessen. Zur Extraktion der Zellen wurden diese
im Verhaltnis 1:10 (w/v) mit Amylaseextraktionspuffer versetzt, aufgeschlammt
und durch einen kurzen Ultraschallpuls (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 5 s,
50 % Leistung) homogenisiert. Das Homogenisat wurde dann funf Minuten bei
13000 g und 4°C zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5417R) und auf Eis
aufbewahrt. Von diesem Homogenisat wurde jeweils ein Teil mit funf Teilen
Amylaseextraktionspuffer versetzt und ebenfalls die Aktivitat in 30 pl einer so
aufbereiteten Probe gemessen. Die a-Amylaseaktivitat wurde mit Hilfe des
.,cereal a-amylase assay“ (Megazyme, Australien) bestimmt. Dabei wurden
jeweils 30 uyl Probe in einem Eppendorf-Reaktionsgefal® vorgelegt, mit 30 pl
Substratlosung (54,5 mg geblocktes p-Nitrophenylmaltoheptaosid [BPNPG7];
100 U Glucoamylase bei pH5,2; 100 U o-Glucosidase bei pH 5,2 in 10 ml



4 Material und Methoden 117

aquapidest.) versetzt, kurz gemischt und bei 42°C im Wasserbad inkubiert. Die
Enzymreaktion wurde durch Zusatz von 150 pl einer 1 %igen Tris-Losung (in
aquapigest.) gestoppt. Die Extinktion der Proben wurde in Mikrotitterplatten mit
Hilfe eines Lesegerats (Biorad Benchmark Platereader) bei einer Wellenlange

von 405 nm gemessen.

4.12.7 Lysis von Hefen

Zur Lyse der Hefezellen wurde ein Wildtyphefestamm verwendet. Dieser wurde
in 21 YPD-Medium bei 30°C kultiviert, bei einer ODgyy von max. 4 die Zellen
geerntet, das Sediment in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -78°C
gelagert. Das Zellsediment wurde bei 37°C aufgetaut und in 25 ml
Homogenisationspuffers (20 mM HEPES-KOH, pH 7,0; 50 mM KOAc; 2 mM
EDTA; 0,2 M Sorbit) resuspendiert. Die Zellsuspension wurde zusammen mit
25 ml Glassperlen (0,5mm) in einer Planeten-Monomuhle (Pulverisette 6,
Fritsch GmbH, ldar-Oberstein) lysiert (Gerateeinstellungen: 4 min bei einer
Rotationsgeschwindigkeit von 500 Upm, 1 min Pause, 2 Wiederholungen). Wie
unter 4.12.1 beschrieben wurden nach Abtrennung der Glasperlen P13-, S100-

und P100-Fraktionen gewonnen.

4.13 Elektronenmikroskopie

4.13.1 Immunnegativkontrastierung

Die Negativkontrastierung erfolgte nach Mayer (Robinson et al.,, 1985,
Praparationsmethodik in der Elektronenmikroskopie). Dazu wurde ein ca.
3 mm * 3 mm groldes, kohlebedampftes Glimmerplattchen fur jeweils 20 s in die
Probenldsung, in 1 % (v/v) Glutardialdehyd, in H2Opigest und in 4 % Uranylacetat
in der Weise eingetaucht, dass sich der Kohlefilm von der Tragerfolie ohne
vollstandige Ablosung abhob und auf der Oberflache flottierte. AnschlieRend
folgten gleichartige Inkubationsschritte mit Antikdrpern gegen AtVps35 oder
AtVps26 in Primarverdinnungen von 1:25 bis 1:100 und anschlieend in
H2Opigest: Im letzten Schritt - der Uranylacetat-Losung - wurde das
Glimmerplatichen fallengelassen, so dass die Kohlefolie auf der Ldsung

schwamm und mit einem unbefilmten Kupfergrid aufgenommen werden konnte.
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Uberschiissige Flissigkeit wurde mit einem Filterpapier abgesaugt. Die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem Philips CM10

Transmissionelektronenmikroskop bei 80 kV.

4.13.2 Probenvorbereitung fir die Immunelektronenmikroskopie

BY-2 Zellen wurden aus dem Kulturmedium durch Filtration geerntet. Sie
wurden anschlieBend auf dem Filter mit Hexadecen uberschichtet, und
uberschussiges Hexadecen durch weiteres Filtrieren entfernt. Danach wurden
die Zellen in Tragerplatichen uberfihrt und mit einer Hochdruckgefrieranlage
(HPMO10; Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein) gefroren. Die Gefriersubstitution
wurde in einer Leica Gefriersubstitutionseinheit (AFS, Leica, Bensheim)
ausgefuhrt, wobei die Zellen in trockenes Aceton, das 0,1 % Uranylacetat
enthielt, Uberflhrt wurden. Die Substitution begann mit einer dreitagigen
Inkubation bei -85°C bevor die Temperatur Uber einen Zeitraum von 18 Stunden
auf -35°C erhoht wurde. Die Zellen wurden dann mit Lowicryl HM20 infiltriert
und bei -35°C eingebettet. Das Harz wurde zwei Tage lang bei -35°C und
weitere drei Tage bei Raumtemperatur mit UV-Licht polymerisiert. Die
anschlieBend hergestellten Ultradlinnschnitte wurden mit Antikdrpern gegen
AtVps35, AtVps29 oder AtVps26 in Primarverdinnungen von 1:25 bis 1:100
inkubiert, mit Waschpuffer (PBS mit 1 %BSA oder Fischgelatine) gewaschen,
gefolgt von einer Inkubation mit goldgekoppelten Sekundarantikrpern (Biocell
GAR10) bei einer Verdunnung von 1:50 in PBS mit entweder 1 % BSA oder
Kaltwasserfischgelatine (Sigma-Aldrich). Die Schnitte wurden mit walrigen
Uranylacetat/Bleicitrat-Loungen nachkontrastiert und in einem Philips CM10
Transmissionelektronenmikroskop (Philips, Eindhoven, Niederlande) bei 80 kV
betrachtet.

4.14 Fluoreszenzmikroskopie

4.14.1 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz an BY-2 Zellen und die Fixierung derselben wurde wie
bei Jiang und Rogers (1998) und Tse et al. (2004) beschrieben, in Kooperation
mit Liwen Jiang (Chinese University of Hong Kong) durchgefihrt.
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BY-2 Suspensionskulturzellen (ca. 2 bis 3 Tage nach Subkultivierung) oder
wortmanninbehandelte Zellen wurden zuerst mit einer Losung (50 mM Na-
Phosphatpuffer, pH7,0; 5mM EGTA; 0,02% Natriumazid; 4,5%
Paraformaldehyd) flr 24 Stunden bei 4°C fixiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Na-Phosphat-EGTA-Puffer wurden die Zellwande der fixierten Zellen mit
1 % Cellulysin (Serva, Heidelberg, Germany) in Na-Phosphat-Puffer wahrend
20 Minuten partiell verdaut, woraufhin die Zellmembranen durch eine
zweiminutige Behandlung mit 0,5 % Triton X-100 permeabilisiert wurden. Zur
Antikorpereinzelmarkierung wurden die fixierten Zellen zunachst 30 Minuten mit
Blockpuffer 1 (1*PBS, 1 % BSA) inkubiert, bevor die Primarantikorper
zugegeben wurden. Die polyklonalen Primarantikérper wurden dann in
Blockpuffer 2 (1*PBS; 0,25 % BSA; 0,25 % Gelatine; 0,05 % NP-40; 0,02 % Na-
Azid) angesetzt (4 pg/mL) und die fixierten Zellen bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Die Zellen wurden dann weiterhin mit Blockpuffer 2 gewaschen, gefolgt von
einer einstlindigen Inkubation bei Raumtemperatur mit rhodamingekoppelten
Sekundarantikdrpern in einer finalen Verdinnung von 1:100. SchlieRlich wurden
die markierten Zellen zweimal mit Blockpuffer2 gewaschen und auf
Objekttrager aufgebracht.

Zur Doppelmarkierung mit zwei polyklonalen Antikorpern wurde zuerst der
Primarantikérper (4 pg/ml) bei 4°C Uber Nacht inkubiert mit anschlieRendem
Waschen mit PBS-T (PBS mit 0,05 % (v/v) Tween20). Rhodamingekoppelte
Fab-Fragmente wurden dann zugegeben und bei Raumtemperatur fur vier
Stunden inkubiert vor einem zweiten Waschschritt, gefolgt von einer
Nachfixierung und weiterem Waschen vor Zugabe des zweiten
Primarantikérpers (4 pg/ml). Die rhodamingekoppelten Fab-Fragment-
Sekundarantikorper wurden in einer Verdunnung von 1:20 verwendet, wahrend
FITC- und Cy-5-gekoppelte Sekundarantikorper 1:100 verdinnt wurden. Die
Kontrollen wurden ohne zweiten Primarantikérper durchgeflhrt.

Die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden dabei mit einem Bio-Rad
Radiance 2100 System (Maylands Avenue, Hemel Hempstead, UK) mit einem
60*Olbjektiv  (Nikon, Tokyo) unter Verwendung der Steuerungssoftware

Laser Sharp 2000 aufgenommen.
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Weil die Primarantikdrper mit rhodamingekoppelten Sekundarantikorpern oder
Fab-Fragmenten detektiert wurden, wahrend die beiden GFP/YFP-Marker
schon von sich aus mit einer FITC-Einstellung unter dem Konfokalmikroskop
detektierbar waren, wurde eine FITC/Rhodamin-Scanningmethode (Simultanes
oder sequentielles Scannen) verwendet, um duale Bilder zu erhalten. Es wurde
insbesonders darauf geachtet sicherzustellen, dass die Laserleistung und
andere Parameter (Pinhole und Detektorempfindlichkeit) so eingestellt waren,
dass kein SignalUbertrag (crossover signal) zwischen der Rhodamin- und der
FITC-Emission gemessen werden konnte. Die Filtereinstellungen waren wie
folgt: Zur Detektion von YFP: Anregungswellenlange 488 nm, Emissionsfilter
HQ515/30; zur Detektion von Rhodamin: Anregungswellenlange 543 nm,
Emissionsfilter HQ600/50. Die YFP/GFP-Signale wurden in grin pseudogefarbt
und die Rhodaminsignale in rot. Die Aufnahmen wurden auf3erdem mit Adobe
Photoshop Software (San Jose, CA, USA) weiterverarbeitet wie bei Jiang und
Rogers (1998) beschrieben. Der Anteil der Kolokalisation wurde wie in der
Literatur beschrieben errechnet (Jiang und Rogers, 1998; Li et al., 2002; Tse et
al., 2004).

4.14.2 Fluoreszenzmikroskopie an transformierten Protoplasten

Protoplasten wurden 24 Stunden nach der Transformation (siehe 4.12.6.1) mit
den unterschiedlichen Fluoreszenzkonstrukten geerntet (siehe 4.12.6.2), dabei
in TEX-Puffer gewaschen und auf eine Dichte von ca. 2 *10° Zellen/ml
konzentriert, um eine ausreichende Zelldichte zur Identifikation von
Transformanten zu erreichen. Den Protoplasten wurde keine NaCl-Losung
zugesetzt, sondern sie wurden im flotierenden Zustand vorsichtig auf den
Objekttrager pipettiert. Objekttrager wurden mit 150 um-Folie beklebt in die mit
dem Skalpell ein 0,5cm * 1 cm groRer Ausschnitt geschnitten wurde, um die
empfindlichen Protoplasten zwischen Deckglas (22mm*50mm) und Objektrager
zu beherbergen. 100ul-Aliquots der Protoplastensuspension wurden in diesen
Ausschnitt pipettiert, mit dem Deckglas bedeckt und die Objekttrager gedreht.
Die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden dabei mit einem inversen
Laserscanningmikroskop (Zeiss LSM 510 META) unter Verwendung eines
40fach  Olimmersionsobjektivs ("EC  Plan-Neofluar" 40x/1,30 Oil DIC)
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aufgenommen. cGFP-Konstrukte wurden mit einer Wellenlange von 458 nm,
YFP-Konstrukte mit einer Wellenlange von 514 nm angeregt. Die Fluoreszenz
wurde mit einem 475nm bis 525nm Bandpassfilter fur GFP und 560 nm bis
615 nm Bandpassfilter fur YFP detektiert. Die Aufnahmen wurden mit LSM 5
Software (Zeiss) prozessiert.
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6 Anhang

6.1 Abkirzungen
Die in dieser Arbeit verwendeten Ein- und Drei-Buchstaben-Notierungen fur

Aminosauren sowie die benutzten Abkurzungen fur Nukleinsaure-Bausteine

und alle physikalischen Grdéflken entsprechen der Konvention der ,International

Union of Biochemistry and Molecular Biology“ (Liebecq, 1992). Weitere

bekannte Abkurzungen entstammen dem allgemeinen Sprachgebrauch.

2,4-D
ADP
Amp
AMPS
ARF
At
ATP
BFA
BiP

bp
BP-80
BSA
CCVv
cDNA
CFP
CI-MPR
Col-0
COP
C-terminal
Da
DNA

2,4-Dichlorphenoxyessigsaure
Adenosindiphosphat

Ampicillin

Ammoniumpersulfat
ADP-Ribosylierungsfaktor
Arabidopsis thaliana
Adenosin-5’-triphosphat
Brefeldin A

immunoglobulin binding protein
Basenpaare

Bindungsprotein von 80 kDa
Rinderserumalbumin
Clathrin-coated Vesikel
komplementare DNA

cyan fluorescent protein
Kationunabhangiger Mannose-6-Phosphat-Rezeptor
Okotyp Columbia 0

coat protein

carboxyterminal

Dalton

Desoxyribonukleinsaure (deoxyribonucleic acid)
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dNTP
DOC
DTT
DV

E. coli
E64
ECL
EDTA
EGTA
ELP
EM
ER
ERGIC
et al.
FPLC
g

GA
GAP
GDP
GEF

GFP
GSH
GST
GTP
GTPase
Hepes
Hsc
IgG
IPTG
Kan
LB

Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxycholat

1-4-Dithiothreitol

dense vesicle

Escherichia coli
trans-Epoxysuccinyl-L-Leucylamido-(4-Guanido)-Butan
enhanced chemoluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Bis-(aminoethyl)-glycolether-N,N,N,N-tetraessigsaure
epidermal growth factor like protein
Elekronenmikroskop
Endoplasmatisches Reticulum
ER-Golgi intermediate compartment
et alteri

fast protein liquid chromatography
Erdbeschleunigung

Golgi-Apparat

GTPase-aktivierendes Protein
Guanosin-5"-diphosphat
Guaninnukleotid-Austausch Faktor
(guanine nucleotide exchange factor)
green fluorescent protein

Glutathion

Glutathion-S-Transferase
Guanosin-5'-triphosphat
Guanosin-5'-triphosphatase
N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-(2-ethansulfonsaure)
Hitzeschockprotein

Immunglobulin G
Isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid
Kanamycin

Luria-Bertani
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LR-White
MES
MPR
MRNA
MVB
NLS

NSF

Nt
N-terminal
oD

ORF

p.a.
PAC-Vesikel
PAGE

PBS

PCR

PEG

PM
PM-ATPase
PMSF

PSV

PVC

RGP

RNA

RNAi
RNase

rpm

RT

SDS
SDS-PAGE
SNAP

London Resin White
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure
Mannose-6-Phosphat-Rezeptor

Boten-RNA (messenger RNA)
Multivesikularer Korper (multivesicular body)
nukleare Lokalisations-Sequenz

(nuclear localization sequence)
N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor

Nicotiana tabacum

aminoterminal

Optische Dichte

Offenes Leseraster, open reading frame

pro analysi

precursor-accumulating vesicle
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlésung
Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction)
Polyethylenglycol

Plasmamembran
Plasmamembran-H+-ATPase
Phenylmethansulfonylfluorid
Proteinspeichervakuole

Pravakuolares Kompartiment (prevacuolar compartment)
reversibel glycosyliertes Polypeptid
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
interference RNA

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute

Raumtemperatur; Reverse Transkription
Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

soluble NSF attachment protein
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SRP

TBS

TCA
TEMED
TEV
TGN
TMD

Tris
tRNA
t-SNARE
Tween 20
U

u.N.
v-SNARE
w/w

YFP

signal recognition particle
Tris-gepufferte Kochsalzlosung
Trichloressigsaure
N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin
tobacco etch virus — (Protease)
Trans-Golgi-Netzwerk
transmembrane domain
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
transfer-RNA

target SNAP-receptor
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
Unit

uber Nacht

vesicle SNAP-receptor

weight per weight (Gewicht pro Gewicht)

yellow fluorescent protein
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6.2 Sequenzen

6.2.1 AtVps26 (At5g53530)

52:
18:

103:
35:

154:
52:

205:
69:

256:
86:

307:
103:

358:
120:

409:
137:

460:
154:

511:
171:

562:

ATGAATTATCTTCTTGGAGCTTTCAAGCCAGCATGTAATATTTCAATCACA
M N Y L L G A F K P A C N I S I T

TTTACTGATGGGAAAAACCGTAAACAGGTACCCACTAAGAAAGATAATGGA
F T D G K N R K QQ v P T K K D N G

CAAATAGTTATGAATCCACTTTTCCAGAGTCAAGAAACTATTGCTGGGAAG
c I v ™M N P L F Q S Q E T I A G K

ATTAACATTGAACCATATCAAGGGAAAAAAGTGGAGCATAATGGTGTAAAA
I N I E P Y O G K K V E H N G V K

GTTGAGCTTCTTGGTCAAATAGAAATGTACTTTGACAGAGGAAACTTTTAT
v E L L 6 ¢ I E M Y F D R G N F Y

GACTTCACTTCCTTGGTGCGTGAGATTGATGTACCTGGAGAAATATATGAA
p ¥ T S L V R E I DV P G E I Y E

AGAAAGACATACCCTTTTGAATTTTCGAGCGTTGAGATGCCATATGAGACA
R K T vy p F EE F S S V E M P Y E T

TACAATGGCGTGAACGTGCGCCTAAGGTATGTCCTCAAAGTAACAGTCACA
Yy N G v N V R L R Y VvV L K Vv T VvV T

CGTGGTTATGCTGGAAGCATCGTGGAATACCAGGACTTTGTGGTCCGTAAC
R 6 vy A G s I VvV E Y O D F V V R N

TATGTTCCGCTTCCTCCAATCAATAATAGCATTAAGATGGAAGTTGGAATC
y v p L P P I N N S I K M E V G I

GAGGACTGTCTGCATATCGAGTTTGAGTACAATAAAAGCAAGTATCACCTA
E b C L H I E F E Y N K S K Y H L

AAAGATGTTATCCTTGGGAAAATATACTTTCTTCTGGTGAGAATCAAGATA
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188: K D v I L G K I Y F L L VvV R I K I

613: AAGAATATGGATCTTGAGATAAGACGGCGAGAATCAACTGGAGCAGGAGCT
2060: K N M D L E I R R R E S T G A G A

664: AATACTCACGTCGAAACAGAAACACTAGCCAAATTTGAGTTAATGGATGGT
222: N T H VvV E T E T L A K F E L M D G

715: GCTCCAGTTAGAGGCGAATCGATACCTGTAAGAGTGTTCTTGACACCATAC
239: A P V R G E $s I P V R V F L T P Y

766: GATCTGACACCAACGCATAAGAACATAAACAACAAATTCAGCGTAAAGTAT
256: D L T P T H K N I N N K F S V K Y

817: TATCTAAATCTTGTGCTGGTGGATGAAGAGGATCGCCGTTACTTCAAGCAG
273: Yy L N L Vv L v D E E D R R Y F K Q

868: CAAGAAATCACGTTGTACAGGCTCAAGGAAGAGACATCTTGA
290: 9 E I T L Y R L K E E T s *

6.2.2 AtVps26 — Mutationen

Wildtyp
409: CGTGGTTATGCTGGAAGCATCGTGGAATACCAGGACTTTGTGGTCCGTAAC
137: R G Y A G S I V E Y Q D F V V R N

I > A Mutante:
409: CGTGGTTATGCTGGAAGCGCCGTGGAATACCAGGACTTTGTGGTCCGTAAC
137: R 6 Y A G S AV E Y Q D F V V R N

V > P Mutante:
409: CGTGGTTATGCTGGAAGCATCCCGGAATACCAGGACTTTGTGGTCCGTAAC
137: R G Y A G S I P E Y Q D F V V R N

IV > AP Mutante:
409: CGTGGTTATGCTGGAAGCGCCCCGGAATACCAGGACTTTGTGGTCCGTAAC
137: R 6 Y A G S A P E Y Q D F V V R N
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6.2.3 AtVps26 — alternatives Splicing

Genomische Sequenz (GroBbuchstaben: Exons, kleinbuchstaben: Introns)

ATGgtaagtg ttggtttcaa caaaatttct cttatttgct tagtgtcgtt gtttctgtaa

ttgttactaa agtttatacc ttttttgggg attaatatca cag_
TTTCAAGCCA GCATGTAATA TTTCAATCAC ATTTACTGAT GGGAAARACC GTAAACAG: .

acacatcgct ctttacgttt atcttacgga ttaattgttc ccggacttta gggtataggt
tttcttatcg tatctacttg gtctctgttg cgttagcFAC—CCACTAAGAA —AGATAATCGA
CAAATACTTA  TOAATOCACT  TMMOCACAST  CAAGAAACTA  MMoOmoSoAr  Sgtacttggt
tttgttgtca tctctagtta tcaggagctt tatggaattg cttttatagg agtgtttttt

ttegtaattt gtctctctea g S CEOR
SOOI o - - o aaatactgtg aattatgtceg

s2: [ <~ cccACTAACAMACATAATCCA

18: ¥ T D G K N R K Q ¥¥—P—TF KK —DB—N—-C

103: EAAATACTTATCAATCCACTERTFCCAGAGTCARCARACTATTCCTCEEAAS

35 . Al T M N D T il O Q O il T T AN Il K
. T T v T p=) T < =4 < p=} T T A=) T

-1 ATTAACATTGAACCATATCAAGGGAAAAAAGTGGAGCATAATGGTGTARAA

52: I N I E P Y Q G K K V E H N G V K

205: (S~ TGTACTTTGACAGAGGAAACTTTTAT

69: v £ L. L G 9 I E M Y F D R G N F Y

IGR

1 1 1 1 L 1 1 1 1 L 1 1 1
21764k 21765k

Lranzsporter
ATSGE3530.1
W
In der alternativ gesplicten Form entfallt ein komplettes Exon (Exon 3), in der Sequenz in gelb und
durchgestrichen. Die einzelnen Exons haben folgende Kennzahlen: Exon 1 (Start: 1, Stop: 3, Lange 3),
Exon 2 (104, 178, 75), Exon 3 (277, 351, 75), Exon 4 (442, 514, 73), Exon 5 (612, 656, 45), Exon 6 (754,

865, 112), Exon 7 (964, 1030, 67), Exon 8 (1120, 1164, 45), Exon 9 (1299, 1354, 56), Exon 10 (1442,
1617, 176), Exon 11 (1701, 1882, 182).
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