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Zusammenfassung

Eine essentielle Funktion aller eukaryotischen Zellen ist die Kontrolle des Transports von Prote-
inen und Lipiden innerhalb des Endomembransystems. Die Fusion von Membranen ist eine
fundamentale biochemische Reaktion und ein wichtiger Schritt aller vesikuldren Transportvor-
ginge, insbesondere des sekretorischen und des endocytotischen Wegs. Die wesentlichen
Schritte des Vesikel-vermittelten Transports sind die Formation von Vesikeln des Donor-
Kompartiments, die Translokation und das ,, Tethering* dieser Vesikel zu einem Zielkomparti-
ment und letztendlich das Andocken und die Fusion der Vesikel mit dem Zielkompartiment.
Das gegenwértige Modell der Spezifitit der Vesikelfusion besagt, dass diese auf entsprechenden
SNARE-Proteinen mit einer genau definierten subzelluldren Lokalisation beruht (Sollner et al.,
1993; Rothman and Warren, 1994). Seit der ersten Arbeit zu SNARE-Proteinen aus Séugerzel-
len (Block et al., 1988) gelang es verschiedenen Arbeitsgruppen weitere strukturelle Bestandtei-
le der SNARE-Komplexe in Hefe und Saugern zu identifizieren und die SNARE-vermittelte
Fusion auch funktionell zu charakterisieren (Bennet and Scheller, 1993; Burri and Lithgow,
2004; Hong, 2005; Jahn and Scheller, 2006). Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit war die
funktionelle Charakterisierung und Lokalisierung der SNARE-Proteine LeBetl, LeBosl, Le-
Sec22 und LeSed5 in Nicotiana tabacum durch in vivo Experimente. Zur Charakterisierung der
jeweiligen SNARE-Proteine wurde eine Methode verwendet mit der eine Verdnderung der
Transportvorginge im frithen sekretorischen Weg visualisiert werden konnte. Hierbei wurde der
Einfluss der verschiedenen SNARE-Proteine auf die Sekretion eines 16slichen Reporterproteins
(a-Amylase) in Tabak-Protoplasten untersucht und quantifiziert.

Die Uberproduktion der beiden SNARE-Proteine LeBetl und LeSec22 in ihrer Wildtypform
und auch als Transmembrandoméne-Deletionsmutanten zeigte keinen Einfluss auf die Sekretion
von a-Amylase. Anhand von Lokalisierungsstudien konnte LeBetl am Golgi-Apparat und Le-
Sec22 sowohl am Golgi-Apparat als auch am ER lokalisiert werden.

Die Uberproduktion von LeBosl zeigte einen inhibitorischen Effekt auf die o-Amylase-
Sekretion, wohingegen die Transmembrandoméne-Deletionsmutante keinen Einfluss darauf
hatte. Bei Koexpressionsstudien mit Fluoreszenzfusionsproteinen in Tabak-Protoplasten oder
BY-2 Zellen kam es jeweils zu einer Umverteilung des Golgi-Markers Manl-RFP in das ER.
Nach Behandlung mit BFA l6sten sich die punktartigen Strukturen von YFP-LeBosl auf und
die Fluoreszenz konnte im ER detektiert werden; woraus hervorgeht, dass LeBos1 im Golgi-
Apparat lokalsiert ist.

Zur funktionellen Charakterisierung des SNARE-Proteins LeSed5 wurde dessen Einfluss auf
die Sekretionsrate der a-Amylase sowohl mit den jeweiligen Wildtyp-Proteinen als auch mit
den ANT-, ATMD- und ANTATMD-Mutanten untersucht. Die Wichtigkeit der Transmembran-
domine zeigte sich durch den fehlenden inhibitorischen Effekt der ATMD- und ANTATMD-

Mutanten, wie er sonst bei der Uberexpression von LeSed5-Wildtyp und dessen ANT-Mutante



auftrat. LeSed5 beeintrdchtigt sowohl anterograden als retrograden Transport zwischen ER und
Golgi-Apparat, was nicht auch zuletzt durch den inhibitorischen Effekt auf den Reporter o-
Amylase-HDEL gezeigt werden konnte. Die Daten aus den Ergebnissen lieBen den Schluss zu,
dass der inhibitorische Effekt zeitabhdngig ist. Dabei setzte zunichst die Inhibierung der Sekre-
tion sofort ein, wahrend die Toxizitit des Proteins LeSed5 an sich aber erst nach vier Stunden
wirksam wurde. CLSM-Studien von LeSed5 zusammen mit Marker Proteinen, die iiber COPII-
Vesikel transportiert werden zeigten, dass deren korrekte Lokalierung nicht mehr gewéhrleistet
wurde und diese hauptsdchlich im ER zuriickblieben. Der Transport der vakuoldren Proteine
wurde bei Koexpression mit LeSed5 hingegen nicht beeinflusst. Der inhibitorische Effekt von
LeSed5 auf den ER-Golgi-Transport wurde bei Fusion eines XFP-Proteins an den C-terminus
des SNARESs aufgehoben, wihrend er bei der Fusion an den N-Terminus erhalten blieb. Das
nicht funktionelle C-terminale und auch das funktionelle N-terminale Fusionsprotein konnten
am Golgi-Apparat lokalsiert werden, was auch durch BFA-Studien belegt wurde. Die Expressi-
on des funktionellen Fusionsproteins fiithrte zu einer vermehrten Aggregatbildung; diese Aggre-
gate erwiesen sich als BFA-resistent. Was diese Aggregate im Endeffekt wirklich darstellen
konnte durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Floreszenzstudien nicht beantwortet
werden. Die Ergebnisse der Arbeit weisen jedoch darauf hin, dass das SNARE-Protein LeSed5
einen wichtigen regulatorischen Faktor in der Fusionsmaschinerie des ER-Golgi-Transports

darstellt.



Summary

An essential function of all eukaryotic cells is the control of protein and lipid trafficking within
the endomembrane system. Membrane fusion is a fundamental biochemical reaction and an
important step in vesicular trafficking routes of the secretory pathway and endocytosis. The
basic steps of vesicle mediated transport are the formation of vesicles at the donor compartment,
translocation and tethering of the vesicles to their target compartment and finally docking and
fusion of vesicles with their target compartment. The current model of specificity of vesicle
fusion signifies that fusion is based on an appropriate set of SNAREs with a defined subcellular
localisation (Sollner et al., 1993; Rothman and Warren, 1994). Since the first study about
SNARESs in mammalian cells (Block et al., 1988) different groups have been able to identify the
structural properties of the SNARE complex in yeast and mammals (Bennet and Scheller, 1993;
Burri and Lithgow, 2004; Hong, 2005; Jahn and Scheller, 2006). Because of the high number of
SNARE:s in plants the understanding of SNARE function in plants is far behind. The main focus
of the present dissertation was the functional characterisation and localisation of the SNARE
proteins LeBetl, LeBos1, LeSec22 and LeSed5 in Nictiana tabacum by in vivo approaches. In
order to do so a method was used which allows for a quantitative analysis of the trafficking in
the early secretory pathway in vivo. Thus, the effect of distinct SNARESs on the secretion of a
soluble reporter protein (a-amylase) can be quantified.

Overproduction of both, LeBetl and LeSec22 as wild type proteins or transmembrane deletion
mutants did not show any effect on a-amylase secretion. Localisation studies demonstrated that
LeBetl is localised to the Golgi stacks whereas LeSec22 is localised to both, ER and Golgi
stacks.

Overproduction of LeBosl by contrast leads to an inhibition of a-amylase secretion, whereas
the transmembrane deletion mutant did not show any effect. In studies coexpressing XFP-
tagged proteins in tobacco protoplasts or BY-2 cells the Golgi-marker Manl-RFP is mislocal-
ised to the ER. In BFA-treated protoplasts expressing YFP-LeBosl1 the punctate pattern of the
YFP-signal disappeared and the signal is detected in the ER suggesting that LeBosl is localised
to the ER.

For functional characterisation of the SNARE protein LeSed5, an effect of wild type protein and
its ANT-, ATMD- and ANTATMD-deletion mutants on the secretion of a-amylase has been
investigated, which was detected by overexpression of LeSed5 wild type and its ANT-mutant.
An important role of the transmembrane domain in the sorting has been ruled out by the absence
of an inhibitory effect of ATMD- and ANTATMD-mutants on o-amylase secretion. LeSed5
does not only inhibit the secretion of a-amylase but also influences trafficking of o-amylase-
HDEL, suggesting that both, anterograde and retrograde trafficking between the ER and the
Golgi are affected by overexpression of LeSed5. Although overproduction of LeSedS5 is cyto-

toxic, I believe that the effect on the secretory pathway is specific for the following reason: The



block in secretion occurs immediately after infection, the decrease of protein synthesis is detect-
able only after 4 hours. CLSM studies of LeSed5 together with marker proteins that are trans-
ported from the ER to the Golgi in a COPII-dependent manner showed, that these markers were
mislocalised to the ER. However, trafficking of vacuolar proteins was not influenced by coex-
pression of LeSedS. The inhibitory effect of LeSedS on the ER-Golgi trafficking was dependent
on the fusion site of the fluorescent protein (XFP): whereas the N-teminal XFP-Fusion was ac-
tiv, the C-terminal XFP-Fusion was inactive. Nevertheless, both C- and N-terminal XFP-tagged
LeSed5 were localised to the Golgi stacks, as also documented by the effects of BFA-treatment.
But expression of the functional N-terminal tagged LeSedS caused an increased formation of
aggregates, which show BFA resistance. The structure of these aggregates could not be ex-
plained in this study. These results indicate that the SNARE protein LeSed5 is a crucial regula-
tory factor in the fusion machinery of ER-Golgi trafficking.
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1. Einleitung

Die eukaryotische Zelle ist durch eine Kompartimentierung charakterisiert und gewahrleistet
somit eine funktionelle und rdumliche Aufteilung in hoch spezialisierte membran-umgebende
Reaktionsrdume innerhalb der Zelle. Diese Reaktionsrdume sind in sich abgeschlossen und be-
sitzen jeweils eine charakteristische Zusammensetzung an Biomolekiilen, wie zum Beispiel an
Polypeptiden, Carbohydraten, Lipiden und anderen Molekiilen. Um die Versorgung dieser Re-
aktionszentren aufrecht zu erhalten, stehen diese durch einen intensiven, koordinierten Vesi-
kelfluss miteinander in Verbindung. Dieses Endomembransystem, das aus dem endoplasmati-
schen Retikulum (ER), dem Golgi-Apparat, Endosomen, Lysosomen bzw. Vakuolen und der

Plasmamembran besteht, ist daher sehr dynamisch und komplex.

1.1. Die Organisation des Endomembransystems der Pflanzen

Obwohl das Endomembransystem sehr viele Gemeinsamkeiten in allen eukaryotischen Orga-
nismen besitzt, gibt es jedoch einige Besonderheiten gerade im Transportsystem hoherer Pflan-
zen. Dazu zdhlen unter anderem die Sekretion von Polysacchariden der Zellwand, die Bildung
der Zellplatte wahrend der Zellteilung, oder auch das Vorkommen spezieller Kompartimente
wie Plastiden und Proteinspeichervakuolen (Jiang et al., 2001). Um die komplexen Funktionen
der eukaryotischen Zelle aufrechterhalten zu kénnen, muss ein kontinuierlicher Transport von
Proteinen, Lipiden, Hormonen und Stoffwechselmetaboliten zwischen den einzelnen Kompar-
timenten stattfinden. Zwei Transportwege, an denen das Endomembransystem mafBgeblich be-
teiligt ist, spielen dabei eine besonders wichtige Rolle. Der biosynthetische Weg, auch ,,sekreto-
rischer Transportweg™ genannt, der iiber das ER und den Golgi-Apparat zur Plasmamembran
bzw. zur Vakuole gerichtet ist und die Endocytose, der Stofftransport iiber die Plasmamembran
in das Innere der Zelle. Der sekretorische Weg wiederum kann in einen frithen sekretorischen
Weg vom ER bis zum Golgi-Apparat und einen spiten sekretorischen Weg ab dem Golgi-
Apparat unterteilt werden. Der Transport zwischen den einzelnen Kompartimenten findet mit-
tels kleiner Transportvesikel statt, die von einer Donor-Membran abknospen, um dann am Ziel-
ort mit der Membran des Zielkompartiments zu fusionieren. Alle vorwirts (anterograd) und
riickwirts (retrograd) gerichteten Transportvorginge bilden ein System, das in einem dynami-
schen Gleichgewicht steht. Um diese gerichteten Transportvorginge regulieren zu kdnnen sind
eine Reihe von Kontrollmechanismen notwendig (Palade, 1975).

Der sekretorische Transportweg beginnt mit dem ko- oder posttranslationalen Eintritt der Prote-
ine in das Lumen des ER. Der Eintritt eines Proteins mittels kotranslationaler Translokation in
das Lumen des ER wird durch ein 16-30 Aminosédurereste langes Signalpeptid ermoglicht (Ra-
poport et al., 1996). Proteine, die kein weiteres Sortierungssignal aufweisen, werden auf dem so

genannten ,,default pathway* zur Plasmamembran transportiert und sekretiert (Pfeffer and
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Rothman, 1987; Denecke et al., 1990). Je nach weiterer spezifischer Signalsequenz wird entwe-
der der Verbleib des Proteins in einem Kompartiment des sekretorischen Wegs oder dessen
selektiver Transport zu anderen Zielkompartimenten ermoglicht (Chrispeels, 1991; Pelham,

1995; Gomord and Faye, 1996).

1.1.1. Das Endoplasmatische Retikulum

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) erstreckt sich als ein komplexes Membransystem von
der Kernhiille bis hin zu den kortikalen Regionen der Zelle und kann in verschiedene funktio-
nelle Doménen unterteilt werden: Kernhiille, raues ER, glattes ER und transitorisches ER (Stae-
helin, 1997). Das ER der Pflanzenzelle erstreckt sich durch die Plasmodesmata auch iiber die
Zellgrenzen hinaus. Diese spezialisierten Kanéle in den Zellwianden sind eine Besonderheit der
pflanzlichen Zellen. Durch den kontinuierlichen Verlauf des ER entsteht eine direkte Verbin-
dung des Endomembransystems benachbarter Zellen und ermoglicht somit den Austausch von
Proteinen und Lipiden im Zellverband (Lucas and Wolf, 1993).

Das transitorische ER galt als der Bildungsort von Transportvesikeln, welche Proteine und Lipi-
de zu anderen Kompartimenten der Zelle transportieren. Heutzutage nimmt man allerdings an,
dass das transitorische ER in hoheren Pflanzen gar nicht existiert (Robinson et al., 2007). Diese
Annahme beruht auf ultrastrukturellen Studien, die aufgrund verbesserter Fixierungs- und Ein-
bettungsmethoden entstanden sind. Die Bereiche des ER, die stark mit Ribosomen besetzt sind
stellen das raue ER dar. Sie sind der Ort der Synthese von Proteinen, deren Translokation direkt
in das Lumen des ER erfolgt. Ribosomenfreie, netzformig verzweigte Abschnitte des ER, in
denen die Lipide synthetisiert werden, bezeichnet man als das glatte ER (Stachelin, 1997; Rose
and Doms, 1988; Sitia and Meldolesi, 1992).

Der Eintritt der neu synthetisierten Proteine in das Endomembransystem beginnt mit der
kotranslationalen Translokation in das Lumen des ER. Nach der Translation des N-terminalen
Signalpeptids bindet daran ein cytosolischer Signal-Erkennungs-Partikel (,,signal recognition
particle®; SRP) und leitet diesen Komplex durch die Interaktion mit dem SRP-Rezeptor, einem
integralen Membranprotein, zur ER-Membran. AnschlieBend wird das Protein durch die Trans-
lokationspore (Sec61) in das Lumen des ER transloziert (Walter and Blobel, 1981; Meyer et al.,
1982; Hartmann et al., 1994; Wanker et al., 1995). Nach dem Entfernen des Signalpeptids durch
eine luminale Signalpeptidase, werden die 16slichen Proteine mit Hilfe der Chaperone BiP
(Munro and Pelham, 1986), Calreticulin (Denecke et al., 1995) und Calnexin (Hebert et al.,
1995; 1996) gefaltet. Falsch gefaltete Proteine scheinen mittels eines qualitativen Kontrollme-
chanismus abgebaut und zur Degradation iiber die ER-Membran zuriick ins Cytosol transpor-
tiert zu werden (Brandizzi et al., 2003).

Sowohl 16sliche Proteine als auch Typl-Membranproteine werden nach dem Eintritt in das Lu-

men des ER N-glykosyliert (Vitale and Denecke, 1999). Arabidopsis-Mutanten, die einen De-
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fekt in der N-Glykosylierung aufweisen, oder denen die a-Glucosidase I zur N-Glykosylierung
fehlt, sind Embryo letal (Lukowitz et al., 2001; Gillmore et al., 2002; Boisson et al., 2001). Ty-
plI-Membranproteine und Proteine mit einem hydrophoben C-terminalen Membrananker blei-
ben hauptsdchlich im Cytosol zuriick. Erst nach abgeschlossener Modifikation und korrekter
Faltung werden die Proteine mittels so genannter COPII-Vesikel zum Golgi-Apparat befordert.
Diese werden am ER gebildet und mit entsprechenden Frachtmolekiilen beladen. Alle Proteine,
die kein spezifisches Sortierungssignal tragen, werden mit dem Hauptstrom (,,bulk flow*) in den
Extrazellularraum sekretiert. Ein spezifisches ER-Exportsignal wird dazu nicht zwangslaufig
bendtigt (Chrispeels, 1991). Dennoch konnten im Falle von Membran-gebundenen Frachtmole-
kiilen Interaktionen zwischen Motiven in deren cytosolischer Doméne (,,di-hydrophobic*, ,,di-
acidic* oder ,,di-basic*) und Untereinheiten der COPII-Hiillproteine identifiziert werden. Um
einen Uberblick iiber die ER-Exportsignale in Eukaryonten zu bekommen, sei auf die Fachlite-
ratur verwiesen (Barlowe, 2003; Sato and Nakano, 2007; Robinson et al., 2007).

Proteine, die in der Zelle verbleiben und damit vom ,,bulk flow* abzweigen, miissen ein ent-
sprechendes Signal tragen (Pfeffer and Rothman, 1987). ER-residente Proteine werden aktiv im
ER zuriickgehalten oder durch einen selektiven Riicktransport aus dem Golgi-Apparat mittels
COPI-Vesikel zuriick in das ER transportiert (Vitale and Denecke, 1999). Die Identifizierung
von ER-Retentionssignalen an ER-residenten Proteinen stiitzt die ,,bulk-flow*-Hypothese. Am
Beispiel des ER-residenten Chaperons BiP konnte gezeigt werden, dass die C-terminale Amino-
sduresequenz HDEL dessen Retention in das ER der Sduger bewirkt (Munro and Pelham, 1987).
In Hefen bewirkt die KDEL-Sequenz die Retention (Pelham et al., 1988) und in Pflanzen fun-
giert sowohl HDEL als auch KDEL als Retentionssignal (Denecke et al., 1992; Napier et al.,
1992). Als ER-Marker werden auch in dieser Arbeit unter anderem das GFP-HDEL, wie auch
die ER-residenten Proteine BiP, Calreticulin und Calnexin verwendet (Bar-Peled and Raikhel,
1997; Irons et al., 2003). Die Retention ER-residenter Membranproteine erfolgt mittels eines di-
Lysin-Signals (KKXX bzw. KXKXX) in deren cytoplasmatischer Doméne (Nilsson et al., 1989;
Shin et al., 1991; Jackson et al., 1993). Dieses Signal interagiert mit dem Coatomer der COPI-
Vesikel und ist daher am Riicktransport ER residenter Proteine beteiligt (Letourneur et al.,
1994; Zerangue et al., 2001; Eugster et al., 2004). In Hefen und Sdugern wurde ein weiteres ER-
Retentionssignal, das Arginin-Signal (,,R-based signal), in der Aminoséuresequenz von Memb-
ranproteinen identifiziert. Dieses R-Signal wird an Untereinheiten des Coatomer gebunden und
das Protein somit in COPI-Vesikel integriert (Zerangue et al., 2001; Michelsen et al., 2007).
Zusitzlich zum COPII-abhidngigen ER-Golgi Transport, werden vom ER auch Membrankom-
partimente abgespalten, deren Zielkompartiment nicht zwangsléufig der Golgi-Apparat ist, wie
zum Beispiel so genannte ,,0il bodies* oder auch andere Protein-Transporter, die direkt zur Pro-
teinspeichervakuole transportiert werden (Hara-Nishimura et al., 1998; Jiang and Rogers, 1998;

Chrispeels and Herman, 2000).
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1.1.2. Der Golgi-Apparat

Der Golgi-Apparat ist das zentrale Kompartiment aller eukaryotischen Zellen und hat eine
Schliisselposition innerhalb des sekretorischen Transportwegs inne. Die zu sekretierenden Pro-
teine werden hier prozessiert und fiir den Transport in die entsprechenden Zielkompartimente
sortiert und verpackt (Farquhar and Palade, 1998).

Der Golgi-Apparat hoherer Pflanzen unterscheidet sich morphologisch deutlich von dem der
Saugerzellen (Pavelka and Robinson, 2003). Wahrend in Sdugerzellen der Golgi-Apparat aus
mehreren Golgi-Stapeln besteht, die durch verzweigte tubuldre Membranen miteinander ver-
bunden sind und dadurch ein Zellkern umgebendes, komplexes Netzwerk bilden, sind die Gol-
gi-Stapel in Pflanzenzellen nicht miteinander verbunden und stellen funktionell unabhéngige
Einheiten dar. Diese sind iiberall im Cytosol verteilt und weisen eine hohe Mikrofilament-
abhéngige Mobilitit auf. (Boevink et al., 1998; Nebenfuhr et al., 1999; Brandizzi et al., 2003).
Die Golgi-Stapel der Pflanzenzelle werden als Dictyosomen bezeichnet und bestehen aus Sta-
peln membran-umschlossener Zisternen. Die Anzahl der Zisternen je Dictyosom sowie die An-
zahl der Dictyosomen selbst variiert stark innerhalb verschiedener Pflanzenarten (Staechelin and
Moore, 1995; Dupree and Sherrier, 1998). Die Dictyosomen weisen morphologisch eine starke
Polaritét auf und werden in cis-, medial- und trans-Golgi unterteilt. An den trans-Golgi gliedert
sich das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) an (Nebenfuhr and Stachelin, 2001).

Die Proteine des sekretorischen Weges durchlaufen den Golgi-Apparat unidirektional von Cis
nach trans und werden wihrend des Transports meist glykosyliert (O-gekoppelte Glykosylie-
rung). Des Weiteren stellt die Synthese von Polysacchariden der Zellwand eine weitere wichtige
Aufgabe des Golgi-Apparates dar. Die funktionelle Einteilung des Golgi-Apparates in Cis-, me-
dial- und trans-Zisternen basiert auf der Zusammensetzung der Enzyme in den jeweiligen Zis-
ternen. Ein Beispiel ist die Mannosidase 11, welche N-Glycane in medialen-Zisternen modifi-
ziert (Staehelin and Moore, 1995; Dupree and Sherrier, 1998). Als Golgi-Marker konnen auf3er-
dem weitere Enzyme, wie die im Cis-Golgi vorkommende Mannosidase I oder die im trans-
Golgi vorkommenden UDP-Glucose-Transporter GONST1 bzw. die Sialyltransferase (ST) aus
Saugern verwendet werden (Neumann et al., 2003; Saint-Jore-Dupas et al., 2004).

Fiir eine Sortierung der Proteine zu den vakuoldren Kompartimenten sind spezifische Sortie-
runssignale erforderlich (Ubersicht in Robinson and Hinz, 1997; Neuhaus and Rogers, 1998;
Hadlington and Denecke, 2000).
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1.1.3. Proteinsortierung am Golgi-Apparat

In Pflanzen teilt sich am Golgi-Apparat der Transportweg zum einen zur Plasmamembran und
zum anderen zu den verschiedenen Vakuolen. Der ,,default pathway* fiihrt vom ER {iber den
Golgi-Apparat zur Plasmamembran. Der Transport zur Vakuole hingegen bendtigt ein Aussor-
tieren vom Hauptstrom (,,bulk flow*) am Golgi-Apparat (Pfeffer and Rothman, 1987). Fiir eine
Sortierung der Proteine zu den vakuoldren Kompartimenten sind daher spezifische Sortierungs-
signale erforderlich (Robinson and Hinz, 1997; Neuhaus and Rogers, 1998). Diese unterschei-
den sich voneinander in Abhingigkeit vom jeweiligen Organismus (Hadlington and Denecke,
2000).

Die pflanzlichen Vakuolen nehmen neben ihrer Funktion als Iytisches Kompartiment eine wich-
tige Rolle in der Erhaltung des Zellturgors und der Speicherung von Proteinen, organischen
Sauren, Lektinen und Stoffwechselmetaboliten ein (Wink, 1993). AuBlerdem lassen sie sich in
Form, Grofe, Inhalt und Funktion unterscheiden (Marty, 1999). Es gibt zwei funktionell unter-
schiedliche Vakuolen, die auch innerhalb einer Zelle koexistieren konnen. So konnte die Ko-
existenz von lytischen Vakuolen (LV) und Proteinspeichervakuolen (PSV) in Wurzelspitzen der
Gerste und in Mesophyll-Protoplasten des Tabaks nachgewiesen werden (Paris et al., 1996; Di
Sansebastiano et al., 1998). Mittels der so genannten ,,tonoplast intrinsic proteins* (TIPs), die
spezifische intergrale Membranproteine darstellen, lassen sich die beiden Vakuolentypen unter-
scheiden. So ist die PSV durch die Isoformen 8-TIP bzw. a-TIP und die LV durch die Isoform
v-TIP charakterisiert (Swanson et al. 1998, Jauh et al., 1999).

Die Sortierung vakuoldrer Proteine in Pflanzen erfolgt durch Sortierungssignale, die aus ihrer
Aminosduresequenz resultieren. Es gibt drei Kategorien von pflanzlichen vakuoldren Sortie-
rungssignalen (VSS): (1) das Sequenz-spezifische VSS (ssVSS), (2) das C-terminale VSS
(ctVSS) und (3) das strukturelle VSS (,,physical structure VSS*; psVSS). Je nach Lage des
ssVSS unterscheidet man zwischen N- und C-terminalem ssVSS (Matsuoka et al., 1990; Hol-
werda et al., 1992). Die meisten N-terminalen ssVSS zeigen eine gemeinsame Aminosdurese-
quenz (NPIR) (Matsuoka and Neuhhaus, 1999). Dagegen gibt es innerhalb des C-terminalen
ssVSS keine Konsensussequenz (Cao et al., 2000; Brown et al., 2003). Das Sortierungssignal
kann sich aber auch innerhalb der Proteinsequenz befinden (Ricin; Frigerio et al., 2001). Um
einen vollstindigen Uberblick iiber die Diversitit der verschiedenen Sortierungssignale zu be-
kommen sei auf die Fachliteratur (Robinson et al., 2005; Vitale and Hinz, 2005) verwiesen.
Spezifische Sortierungssignale in 16slichen vakuoldren Hydrolasen interagieren mit einem Re-
zeptor (,,vacuolar sorting receptor”; VSR) in der Membran des trans-Golgi oder des TGN
(Rouille, et al., 2000). Diese Ligand-Rezeptor-Komplexe werden anschlieBend in CCVs
(,,Clathrin-coated vesicles”) rekrutiert und zum so genannten pravakuoldren Kompartiment
(PVC) transportiert (Robinson et al., 1998). Es wird angenommen, dass der Transport zur lyti-
schen Vakuole ausschlieflich auf diese Weise ablauft (Vitale and Raikhel, 1999). Im Falle vie-
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ler Speicherproteine, wie Legumin und Vicilin, konnte jedoch gezeigt werden, dass diese nicht
in CCVs, also VSR-unabhéngig, transportiert werden. Sie werden in Vesikeln, die aufgrund
ihres elektronendichten Inhalts in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als ,,dense vesicles*
(DVs) bezeichnet werden, transportiert. DVs werden an den lateralen Enden der Golgi-
Cisternen gebildet, wobei die Sortierung in DVs bereits am Cis-Golgi beginnt (Hohl et al., 1996;
Hinz et al., 1999; Hillmer et al., 2001). In diesem Sortierungsprozess ist ein weiteres membran-
standiges Rezeptorprotein involviert, das im Gegensatz zum VSR nicht zum Golgi-Apparat
rezykliert wird. Es gehort zu RMR Proteinfamilie (,,Jumenal Receptor homology domain, trans
Membrane domain and Ring-H2 motif in the cytoplasmic tail protein) (Jiang et al, 2000). Dem-
nach stellen sowohl der cis-Golgi als auch der trans-Golgi und das TGN unterschiedliche Sor-

tierungsdoménen innerhalb eines Dictyosoms dar (Abb. 1.1).

Endoplasmic
reticulurm

Golgi complex

TRENDS In Plant Soience

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Proteinstransports zur Proteinspeichervakuole (PSV). (aus
Vitale and Hinz, 2005). Der Transportweg vakuoldrer Proteinen, deren Sortierung mittels VSR (braunes
Herz) in CCVs stattfindet, ist in rot dargestellt. VSR wird zum Golgi-Komplex zuriickgefiihrt. Im Gegen-
satz dazu findet die Sortierung in DVs mittels Aggregatbildung bereits im cis-Golgi statt (in blau darge-
stellt). Der RMR-Rezeptor (brauner Stern) konnte diese Sortierung initiieren oder begiinstigen. RMR
wird nicht rezykliert. Ein direkter Weg, der den Golgi-Apparat mittels ,,precursor-accumulating (PAC)
vesicles* umgeht, wurde in Kiirbis beobachtet (in griin dargestellt; Hara-Nishimura et al., 1998). Die
Wege der DVs and CCVs konnten in Form eines ,,multivesicular body* (MVB) zusammentreffen (in gelb
dargestellt).
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1.2.  Prinzipien des Vesikel-vermittelten Transports des Endo-
membransystems

Der intrazelluldre Proteintransport in eukaryotischen Zellen wird durch verschiedenartige
Transportvesikel, die jeweils von einer charakteristischen Proteinhiille umgeben sind, gewéhr-
leistet. Wiahrend COPII-Vesikel fiir den klassischen ER-Export und den Transport zum Cis-
Golgi (anterograd) verantwortlich sind, bestimmen die COPI-Vesikel den retrograden Transport
vom Cis-Golgi zum ER als auch den Transport innerhalb des Golgi-Apparates. ,,Clathrin coated
vesicles® (CCVs) vermitteln den selektiven Proteintransport vom trans-Golgi bzw. vom TGN
zu den pravakuoldren Kompartimenten (PVCs) und sind ebenfalls am endocytotischen Protein-
transport beteiligt (Schekman and Orci, 1996; Rothman and Wieland, 1996; Barlowe, 1998;
Sanderfoot and Raikhel, 1999; 2003). Ein neuer Hiillprotein-Komplex, der so genannte Retro-
mer-Komplex wurde erstmals in Hefen beschrieben (Seaman et al., 1998) und konnte nun auch
in Pflanzen identifiziert werden (Oliviusson et al., 2006). Dieser scheint essentiell fiir das Re-

cycling von Membranproteinen vom PVC zuriick zum Golgi-Apparat zu sein.

Golgi

PM

Sekretion

TGN Clathrin

Retromer

Abb. 1.2: Schematische Darstellung des Proteintransports des biosynthetisch-sekretorischen Wegs
und des endocytotischenWegs der Pflanze. Die verschiedenen Transportrichtungen zwischen den
Kompartimenten sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Nur der sich im Gleichgewicht befindende Transport
zwischen endocytotischem und sekretorischem Weg in anterograder wie retrograder Richtung kann zu
einem Strukturerhalt des Endomembransystems und damit der Zelle fithren.

Diese Vesikel-vermittelten Transporte haben alle die folgenden drei Schritte gemeinsam: Im
ersten Schritt assemblieren die Hiillproteine an die Membran, sodass eine Wolbung der Memb-
ran entsteht. Einzelne Komponenten der Hiillproteine interagieren mit Membranproteinen und

l6sliche Proteine werden an Rezeptoren gebunden. So werden die Frachtmolekiile angereichert
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und das Transportvesikel schniirt sich von der Donor-Membran ab. Im zweiten Schritt erfolgt
die Dissoziation der Hiillproteine, sodass die Anlagerung an die Zielmembran ermoglicht wird.
Im dritten Schritt fusioniert der Transportvesikel mit der Membran seines Zielkompartiments
und die Frachtmolekiile werden freigegeben (Robinson et al., 1999; Kirchhausen, 2000). Um
einen koordinierten Vesikel-vermittelten Proteintransport innerhalb der Zelle zu gewahrleisten,
bedarf es bestimmter Kontrollmechanismen. Dabei unterscheidet man zwischen zwei Teilpro-
zessen. Zum einen die korrekte Zuordnung der Transportvesikeln zu den richtigen Zielkompar-
timenten und zum anderen die eigentliche Fusion. Beim ersterwéhnten Prozess sind so genannte
Rab-GTPasen und Tethering-Faktoren beteiligt (Sogaard et al., 1994; Rutherford and Moore,
2002; Lupashin and Sztul, 2005). Bei der Fusion der Vesikel mit der Zielmembran hingegen
sind vor allem die SNARESs (,,5oluble NSF attachment protein receptor*) fiir die Spezifitit ent-
scheidend (Sollner et al., 1993; Sanderfoot and Raikhel, 1999; McNew et al, 2000; Hong, 2005;
Lipka et al, 2007).

1.2.1. COPI-Vesikel

Bei Untersuchungen des intra-Golgi Transports von Sdugerzellen wurden die so genannten
COPI-Vesikel (,coat protein-coated vesicles™) identifiziert (Balch et al., 1984). Diese
Transportvesikel weisen eine diffuse, unregelméBige Proteinhiille auf und werden an den latera-
len Enden der Zisternen des Golgi-Apparates gebildet (Orci et al., 1986). Im Rahmen weiterer
Untersuchungen zur Bildung und Fusion der COPI-Vesikel konnten diese schlieBlich isoliert
und deren Hiillproteine charakterisiert werden (Malhotra et al., 1989; Serafini et al., 1991; Wa-
ters et al., 1991). Die Existenz von COPI-Vesikeln in Pflanzen konnte mittels Zellfraktionie-
rung, biochemischen Rekonstitutionsversuchen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen
nachgewiesen werden (Movafeghi et al., 1999; Contreras et al., 2000; Pimpl et al., 2000). Die
Bildung der Proteinhiille der COPI-Vesikel ist ein koordinierter Vorgang. Durch die Rekrutie-
rung der GTPase ARF1 (ADP-Ribosylierungsfaktor; Serafini et al., 1991) wird die Bildung von
COPI-Vesikeln eingeleitet (Abb. 1.3). Der zweite Hauptbestandteil der COPI-Vesikel ist das
Coatomer. Es setzt sich aus sieben Untereinheiten zusammen (a-COP/Rerlp, B-COP/Sec26p,
B’-COP/Sec27p, y-COP/Sec21p, 5-COP/Ret2p, e-COP/Sec28p, L-COP/Ret3p; aufgezihlt in der
Nomenklatur von Hefen/Sdugern). Die Assemblierung des Coatomers erfolgt spontan durch

direkte Interaktion der COP-Untereinheiten (Faulstich et al., 1996; Lowe and Kreis, 1996).
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung der Rekrutierung der COPI-Hullproteine von Saugern (aus Lee
et al., 2004).

Durch die Interaktion von ARF1 mit einem Membran-gebundenen GEF (,,guanine nucleotide
exchange factor), der den Austausch von GDP gegen GTP von ARF1 katalysiert, kommt es zu
einer Konformationsédnderung des ARF1 und es kann an der Membran verankert werden (Helms
and Rothman, 1992; Abb. 1.3 (1)). Es wurden bereits einige ARF-GEFs in Hefen, Sédugern und
Pflanzen identifiziert. Alle GEFs enthalten eine konservierte Sec7-Doméne, durch die der Aus-
tausch von GDP zu GTP katalysiert wird (Ubersicht in Donaldson, 2000; Sanderfoot and Raik-
hel, 2003; Jurgens, 2004). Das Membran-gebundene ARF1 rekrutiert nun das Coatomer (Abb.
1.3 (2)), das mittels verschiedener Kargo-Bindungsstellen der Untereinheiten Frachtmolekiile
rekrutieren kann (Abb. 1.3 (3)). Die Rekrutierung weiterer ARFs und Coatomer-Komplexe ent-
steht eine Wolbung der Membranoberflache, die sich dann letztendlich als Vesikel ablost (Os-
termann et al., 1993). Die Dissoziation der Proteinhiille wird durch die Hydrolyse des gebunde-
nen GTP mittels eines cytosolischen GTPase aktivierenden Proteins (GAP) eingeleitet (Abb. 1.3
(4)). Nach der Dissoziation der Proteinhiille liegen Coatomer und ARF-GDP im Cytosol zur
Bildung eines neuen Vesikels vor (Ubersicht in Barlowe, 2000; Duden, 2003; Lee et al., 2004).

1.2.2. COPII-Vesikel

Ein zweiter Typ von Transportvesikeln wurde aus Hefen isoliert und charakterisiert und wird
aufgrund der Ahnlichkeit in elektronenmikroskopischen Aufnahmen mit den COPI-Vesikeln als
COPII-Vesikel bezeichnet (Barlowe et al., 1994; Antonny and Schekman, 2001). Diese Vesikel
werden am ER gebildet und vermitteln den Proteintransport vom ER zum cis-Golgi (Salama et
al., 1993). Dieser vorwirts gerichtete (anterograde) Transport steht in einem dynamischen
Gleichgewicht mit dem retrograden, COPI-vermittelten Transport vom Golgi-Apparat zum ER
(Letourneur et al., 1994). Dadurch wird ein Recycling von Proteinen, die am ER-Golgi-
Transport beteiligt sind, ermoglicht und der Membranfluss des anterograden Transports ausge-

glichen (Rothman, 1994; Townsley et al., 1994; Lewis and Pelham, 1996).




Einleitung

Die Hiille der COPII-Vesikel setzt sich aus drei Hauptbestandteilen, der GTPase Sarl, dem
Sec23/24- und dem Secl13/31-Proteinkomplex, zusammen (Barlowe et al., 1994; Matsuoka et
al., 1998). Die Rekrutierung der COPII-Hiillproteine wird durch die Hydrolyse der kleinen
GTPase Sarlp initiiert (Abb. 1.4 (1)). Diese liegt im Cytosol in einer inaktiven, GDP-
gebundenen Form vor und muss zur Bindung an die Membran durch dessen Membran-
gebundenes GEF Sec12p in eine aktive, GTP-gebundene Form {iberfiihrt werden (Nakano et al.,
1988; Barlowe and Schekman, 1993). Auch in Pflanzen (Bar-Peled and Raikhel, 1997) und
Sdugern (Weissman et al., 2001) konnte jeweils ein homologes Protein zu Sec12p identifiziert
werden. Nach der Bindung an die Membran rekrutiert Sarlp-GTP den Sec23/24-
Proteinkomplex (Abb. 1.4 (2)). Frachtmolekiile werden von der Sec24-Untereinheit, die ver-
schiedene unabhéngige Bindungsstellen (,,A-site®, ,,B-site” and ,,C-site*) aufweist, gebunden
(Mossessova et al., 2003; Miller et al., 2003; Sato and Nakano, 2007) und der Sec13/31-
Proteinkomplex wird rekrutiert (Abb. 1.4 (3) und (4)). Durch weitere Rekrutierungen von Sarlp
und der beiden Proteinkomplexe erfolgt eine Kriimmung der Membran, die zur Abknospung des
Vesikels fiihrt (Ubersicht in Bonifacino and Glick, 2004; Lee et al., 2004). Die Dissoziation der
COPII-Proteinhiille erfolgt durch die Hydrolyse des am Sarlp gebundenen GTP. Hierbei agiert
das Sec23p als das Sarlp-spezifische GAP (Yoshihisa et al., 1993).

Sar1*GDP
Sec23/24 Sec13/31

ER Lumen

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Rekrutierung der COPII-Hullproteine von S&ugern (aus
Lee et al., 2004).

Das Genom von A. thaliana codiert jeweils fiir mehrere Gene der COPII-Hiillproteine (Uber-
sicht in Robinson et al., 2007). Die Bedeutung des COPII-Mechanismus fiir den anterograden
Proteintransport im frithen sekretorischen Weg der Pflanzen konnte in verschiedenen Studien
demonstriert werden. So fiihrte die Uberproduktion von AtSEC12 oder von dominant-negativen
Mutanten der GTPase SARI1 aus A. thaliana zu einer Inhibition des ER-Exports (Takeuchi et
al., 2000; Phillipson et al., 2001; daSilva et al., 2004).
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1.3. Die SNARE-vermittelte Fusion

Die Membranfusion ist eine fundamentale biochemische Reaktion und der finale Schritt aller
Vesikel-vermittelten Transportvorgénge. Um den kontrollierten Transport innerhalb des sekre-
torischen Weges zu gewdhrleisten, bedarf es einer Vielzahl von Faktoren, die die Fusion des
Donorkompartiments mit dem entsprechenden Zielorganell steuern. Dazu gehoéren neben den
Rab-GTPasen, ,,Tethering“-Komplexen und den AAA-type ATPasen vor allem die SNARE-
Proteine, die durch die gesamte eukaryotische Evolution konserviert wurden (Vale, 2000; Pfet-
fer, 2001; Lupashin and Sztul, 2005; Jahn and Scheller, 2006; Cai et al., 2007; Markgraf et al.,
2007).

Die SNARE-Proteine konnten nach mehr als einem Jahrzehnt intensiver biochemischer Studien
identifiziert werden. Nachdem in den frithen 1980ern ein in vitro Transport-Assay entwickelt
worden war, konnten zwei 16sliche Proteine aufgereinigt werden, die fiir einen effizienten
Transport bendtigt werden (Balch et al., 1984). Diese Proteine, NSF (,,N-ethylmaleimide Sensi-
tive factor”) und das Adaptor-Protein SNAP (,,soluble NSF attachment protein) agieren in
vielen intrazelluldren Transportvorgéingen (Block et al., 1988; Clary et al., 1990). Weitere Un-
tersuchungen zur Fusion von Vesikeln der neuronalen Synapsen mit der présynaptischen
Membran fithrten zur Isolation der dazugehorenden Rezeptoren, den so genannten SNAREs
(,,SNAP receptors™). Nach der darauthin postulierten SNARE-Hypothese triagt jeder Vesikel fiir
die Zielmembran charakteristische Proteine, die als v-SNARESs (,,vesicle-SNAP-receptor) be-
zeichnet werden und mit spezifischen Proteinen, den t-SNAREs (,,target-SNAP-receptor), der
Zielmembran in Wechselwirkung treten (Sollner et al., 1993; Rothman, 1994). Durch die Identi-
fizierung organellspezifischer SNARE-Proteine in Sdugern, Hefen und Pflanzen liegt die Ver-
mutung nahe, dass der Erkennung des Zielkompartiments durch die Transportvesikel und deren
anschlieBender Fusion ein gemeinsamer Mechanismus zugrunde liegt, der in allen eukaryoti-

schen Zellen konserviert ist.

1.3.1. Struktur und Klassifizierung der SNARE-Proteine

Die SNARE-Proteine weisen eine einfache Doménenstruktur auf. Sie besitzen im Allgemeinen
eine cytosolische N-terminale Domine mit dem charakteristischen SNARE-Motiv und eine
Transmembrandoméine (TMD) mit einem kurzen luminalen C-Terminus oder selten eine Pre-
nylgruppe (Hong, 2005; Jahn and Scheller, 2006). Der urspriinglichen funktionellen Klassifizie-
rung der SNARE-Proteine in t- und v-SNAREs, folgte eine zweite Klassifizierung, basierend
auf strukturellen Eigenschaften der SNARE-Motive der jeweiligen SNARE-Proteine (Fasshauer
et al., 1998; Sutton et al., 1998). Das so genannte SNARE-Motiv ist eine hoch konservierte Se-
quenz mit einer Liange von etwa 60 - 70 Aminosduren (Weimbs et al., 1997), das die Bildung
eines tetramerischen trans-SNARE-Komplexes ermdglicht (Weber et al., 1998). Jedes SNARE-
Motiv trigt eine Helix zu diesem SNARE-Komplex bei, sodass ein Biindel entsteht, das durch

11
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16 Ebenen von interagierenden Aminosiuren-Seitenketten im Zentrum stabilisiert wird (Sutton
et al., 1998). Die Aminoséuren dieser Ebenen sind iiberwiegend hydrophob, auBler der Amino-
sdure der innersten Ebene, dem so genannten "zero layer." Entsprechend der jeweiligen Amino-
sdure Glutamin (Q) oder Arginin (R) dieser innersten Ebene wurden die SNARE-Proteine in Q-
und R-SNARESs eingeteilt (Fasshauer et al., 1998). Im Allgemeinen entsprechen t-SNAREs den
Q-SNAREs und v-SNAREs den R-SNAREs. Die Q-SNAREs werden wiederum in Qa-, Qb-
und Qc-SNARESs unterteilt (Bock et al., 2001). Einen Sonderfall stellt die SNARE Unterfamilie
SNAP25 dar; anstelle eines SNARE-Motivs besitzen Vertreter dieser Gruppe zwei SNARE-
Motive (Qbc-SNARE).

Der cytosolische N-terminale Teil der SNARE-Proteine weist je nach Unterfamilie neben dem
SNARE-Motiv eine verldngerte N-terminale Doméne auf, die eine regulatorische oder autoinhi-
bitorische Funktion innehaben kann. Im Falle der Qa-SNARESs besteht diese aus drei Helices,
welche sich zu einem 3-fachen helikalen Biindel zusammenlagern und als Habc-Doméne be-
zeichnet wird. Die Habc-Domidne des neuronalen Qa-SNAREs (Syntaxinl) kann mit dem
SNARE-Motiv interagieren und imitiert somit das 4-fache helikale Biindel des SNARE-
Komplexes. Diese so genannte ,,geschlossene Konformation“ verhindert die Interaktion des
Syntaxins mit anderen SNARE-Proteinen (Fernandez et al., 1998; Lerman et al., 2000; Munson
et al., 2000). Nicht alle Qa-SNARESs zeigen diese Formation, sondern liegen daher in einer ,,of-
fenen* Konformation vor, in der die Habc-Doméne nicht mit dem SNARE-Motiv interagiert

(Ubersicht in Dietrich et al., 2003).

M-terminal SMARE Transmembrane
demains motil domain

—{ B —H D) Qa-SNARE

L o

S en— s PV

—:B%—(:B— Qbe-SNARE

S R a— VL
Abb. 1.5: Die Struktur der SNARE-Proteine (aus Jahn and Scheller, 2006). Dargestellt ist die Domé-
nenstruktur der strukturell klassifizierten Q- und R-SNARE-Proteine. Die gestrichelte Linie stellt Domé-

nen dar, die in manchen Unterfamilien fehlen. Qa-SNAREs haben drei antiparallele Helices (auch Ha-,

I] ob-SNARE

Hb- und He-Doménen genannt) am N-Terminus. Die variablen N-terminalen Doménen der Qb-, Qc-, und
R-SNAREs sind durch eine ovale Form gekennzeichnet. Qbc-SNARESs stellen die kleine Unterfamilie
SNAP-25 der SNAREs dar, welche sowohl ein Qb-SNARE-Motiv (hellgriin) als auch ein Qc-SNARE-
Motiv (dunkelgriin) besitzen. Diese Motive sind iiber einen Linker, welcher palmitoyliert werden kann
(zick-zack-Linie), miteinander verbunden.
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Obwohl zur Bildung eines funktionellen SNARE-Komplexes jeweils ein Qa-, Qb-, Qc- und R-
SNARE (kurz: QabcR) beitragen muss, existieren SNARE-Komplexe in fast beliebiger Zu-
sammensetzung. Allen Paarungen gemeinsam ist jedoch, dass die Assoziierung anderer als der
funktionellen SNAREs zu keiner stabilen Komplexbildung fiihrt und die Energie, welche zum
iiberwinden von Membranwiderstdnden bendtigt wird, nicht freigesetzt werden kann, es also zu
keiner Vesikelbildung fiihrt (Jahn and Scheller, 2006).

Aus historischen Griinden, basierend auf deren Rolle in der synaptischen Exocytose, spricht
man im Falle der Qa-SNAREs auch von Syntaxinen (Bennet et al., 1992). Ebenso werden Vesi-
kel-residente R-SNAREs oft als VAMPs (,,vesicle-associated membrane proteins“) bezeichnet.
R-SNARESs besitzen wiederum entweder eine kurze oder eine lange N-terminale regulatorische
Region, was zu einer Subklassifizierung der R-SNAREs in Brevins (lat. ,,brevis®, kurz) und in
Longins (lat. ,,Jlongus®, lang) fiihrt (Rossi et al., 2004). R-SNARE-Proteine mit einer kurzen N-
terminalen Doméine werden aber auch aufgrund ihrer Rolle in der synaptischen Exocytose als
Synaptobrevine bezeichnet (Baumert et al., 1989). Diese entwicklungsmiBig junge Klasse von
R-SNARESs findet man nicht in Pflanzen. Alle bekannten pflanzlichen R-SNAREs gehdren zu
der Klasse der Longine (Uemura et al., 2005; Lipka et al., 2007).

Tabelle 1.1: Klassifizierung der SNARE-Proteine der Eukaryonten.

Funktionell v-SNARE t-SNARE
(Weber et al., 1998)
Heavy chain Light chain

Strukturell R-SNARE Qa-SNARE Qb- Qc- Qbc-
(Fasshauer et al., 1998) SNARE | SNARE | SNARE

Brevine Longine | Syntaxine
(Hong, 2005) Synaptobrevin
Pflanzen-spezifisch VAMPs Syntaxine Vtip-, Goslp-und | SNAP25-
(Sanderfoot et al., Lonei (SYP) Membrin-dhnliche | dhnliche
2000) - ongne SNAREs SNAREs

Das Genom aller hoheren Pflanzen codiert fiir ein sehr grofles Repertoire von SNAREs: 60 al-
lein in A. thaliana (dicotyl), 57 in Oryza sativa (Reis; monocotyl) und 69 in Populus trichocar-
pa (amerikanische Balsampappel; dicotyl). Zum Vergleich: in Hefen sind 25 und Sdugern 36
verschiedene SNARE-Proteine bekannt (Jahn and Scheller, 2006). Deshalb wurden im Falle der
pflanzlichen SNARE-Proteine eine Pflanzen-basierte Nomenklatur erstellt (Sanderfoot et al.,
2000; Lipka et al., 2007). Hierbei werden SNARESs in Syntaxine (,,Syntaxins in plants*; SYP),
SNAP25-4dhnliche SNAREs mit zwei SNARE-Motiven, Vtip-, Goslp- und Membrin-dhnliche
SNAREs, sowie VAMPs eingeteilt (Tabelle 1.1).

13
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1.3.2. Der Mechanismus der SNARE-vermittelten Fusion

Damit die ankommenden Vesikel mit ihrem Zielkompartiment fusionieren konnen, muss das v-
SNARE, welches meist ein R-SNARE darstellt, immer mit den SNAREs der Zielmembranen (t-
SNARE?s) interagieren und aufgrund der Biindelung der Helices aller beteiligten SNARESs einen
SNARE-Komplex bilden (siche Abb. 1.6). Dieser Komplex wird als trans-SNARE-Komplex
oder SNAREpin bezeichnet (Weber et al., 1998; Chen and Scheller, 2001). Nur die korrekte
Paarung von SNAREs der Zielmembran und des Vesikels ermoglicht eine Konformationsidnde-
rung des SNARE-Komplexes von trans nach cis und setzt die nétige Energie frei um die Ver-
schmelzung von Vesikel- und Zielmembran katalysieren zu kénnen (McNew et al., 2000;

Rothman, 2002).

M

Binding proteins? —

h h Free SNARE clusters Disassembly complex ﬁ h
L L& o Ly
SM o-SMAP
proteins > E MNSF
Qa-SMNARE 6 Ob-SNARE CQc-SMARE R-SNARE  NSF
Acceptor complexes |'_? w-SMAF Cis-SNARE complexes

Late regulatory proteins
(for example, complexins and synaptotagmin)

Loose trans-SNARE comple xes Tight trans-SNARE complexes Trans — cis
Acceptor membrane {Fusion)

Abb. 1.6: Schematische Darstellung des SNARE Zyklus wahrend der Fusion (aus Jahn and Scheller,
2006). Damit ein SNARE-Komplex entstehen kann, miissen drei freie, Qabc-SNARESs des Zielkomparti-
ments durch Aktivitit eines SM-Proteins (,,Sec1/Munc18-like proteins®) einen Akzeptor-Komplex bilden.
Das v-SNARE interagiert mit diesem Komplex und bildet einen trans-SNARE-Komplex, der in lockerer
Formation vorliegt. Durch regulatorische Proteine dndert sich die Konformation des SNARE-Komplexes
und die Bindung wird fester sodass der Vesikel an die Zielmembran angenihert wird. Durch eine Kon-
formationsénderung des SNARE-Komplexes von trans nach cis fusioniert der Vesikel anschlieBend und
die Frachtmolekiile werden in das Zielorganell abgeben. An die verbleibenden cis-SNARE-Komplexe
binden nun SNAP-Proteine (,,soluble NSF attachment protein“) und fungieren als Adapterproteine fiir
NSF (,,N-ethylmaleimide-sensitive factor), das durch Hydrolyse von ATP die Dissoziation des SNARE-
Komplexes in die einzelnen SNARE-Proteine ermoglicht.

Die extreme kinetische und thermodynamische Stabilitit des cis-SNARE-Komplexes bedeutet,
dass dessen Dissoziation nur durch die Aktivitit einer spezialisierten Chaperon-Maschinerie
erfolgen kann (Fasshauer et al., 1997; Fasshauer et al., 2002). Diese Maschinerie setzt sich aus

dem Chaperon NSF (,,N-ethylmaleimide-sensitive factor*), einem so genannten AAA"-Protein
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(,,ATPases associated with various cellular activities*) und dessen Kofaktor SNAP (,,soluble
NSF attachment protein®) zusammen. Die Bindung von SNAP am cis-SNARE-Komplex er-
moglicht die Bindung von NSF an den SNARE-Komplex. NSF/SNAP verwendet die Energie
der ATP-Hydrolyse, der Ccis-SNARE-Komplex wird aufgelost und die einzelnen SNARE-
Proteine konnen anschlieBend recycelt werden (Rothman and Warren, 1994; May et al., 2001).

Bevor es zu einer weiteren Verschmelzung von Vesikel und Zielorganell kommen kann, miissen
sich drei freie SNAREs zu einem definierten Akzeptor-Komplex zusammenlagern (siche Abb.
1.6). So genannte SM-Proteine (,,Secl/Muncl8-like proteins®) kontrollieren und stabilisieren
die Bildung des Akzeptor-Komplexes (Jahn and Scheller, 2006). Dieser Komplex besteht meis-
tens aus einem Qa-, Qb-, und Qc-SNARE und stellt wahrscheinlich eine entscheidende Zwi-
schenform zur Bildung des trans-SNARE-Komplexes dar (Fiebig et al., 1999; Fasshauer and
Margittai, 2004). Nach der Bildung des trans-SNARE-Komplexes folgt eine Konformationsin-
derung innerhalb der SNARE-Proteine. Ausgehend von den N-Termini der SNARE-Motive
ziehen sich t- und v-SNARE:s in Richtung ihrer C-terminalen Membrananker durch einen Reil3-
verschluss dhnlichen Mechanismus zusammen. Durch diese mechanische Kraft kann die Ener-
giebarriere zwischen den beiden Membranen iiberwunden werden und es kommt zur Membran-
fusion. Dieser Schritt wird durch regulatorische Proteine, wie zum Beispiel Synaptotagmine und
Connexine, unterstiitzt (Abb. 1.6). Diese binden an noch nicht vollstindig assemblierte trans-
SNARE-Komplexe und regulieren in einem Kalzium-abhédngigen Schritt die Fusion der Memb-
ranen (Reim et al., 2001). Ein physikalisch begriindetes Model beschreibt den Prozess der Fusi-
on als eine Abfolge von Interaktionen der einzelnen Lipidschichten biologischer Membranen
(,,Stalk-Hypothese) (Jahn and Grubmuller, 2002; Chernomordik and Kozlov, 2003). Dieses
Model erklirt zwar die Verschmelzung von Membranen, jedoch ist noch immer unklar wie viele
SNARE-Komplexe notwendig sind um die mechanische Kraft zur Verformung der Membranen
und der anschlieBenden Fusion aufzubringen. Es wird vermutet, dass 3 bis 15 SNARE-
Komplexe fiir ein einziges Fusionsereignis ausreichen (Montecucco et al., 2005). Neben der
Stalk-Hypothese gibt es noch weitere Modelle, die versuchen die Verschmelzung von Membra-
nen und die Bedeutung von SNARE-Proteinen daran, zu erkldren. So wurde die Moglichkeit
postuliert, dass vakuolire H'-ATPasen durch Wechselwirkungen ihrer V-Untereinheiten Fusi-
onsporen bilden konnen und die Rolle der SNARE-Proteine lediglich darin besteht die Memb-
ranen von Vesikel und Zielkompartiment in rdumliche Nédhe zu bringen (Mayer, 2002; Hiesin-

ger et al., 2005).
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1.3.3. Die Regulation der SNARE-Proteine und deren Sortierung

Obwohl SNARE-Proteine selbststindig in der Lage sind die Fusion von Vesikeln in vitro
durchzufiihren, sind sie nicht die einzigen Faktoren, die eine zielgenaue Fusion in vivo gewahr-
leisten. Neben der bereits beschriebenen Aktivitit der Chaperon-Maschinerie SNAP/NSF, die
das Recycling der SNARE-Proteine und damit auch die Kontinuitdt der Fusionsvorgédnge ge-
wihrleistet, sind regulatorische Faktoren, wie SM-Proteine, Ras-GTPasen der Familie der Rab-
Proteine sowie ,, Tethering““-Faktoren ebenfalls sehr wichtig.

SM-Proteine (Secl/Muncl8) interagieren mit nicht konservierten Peptiden des N-Terminus der
Qa-SNARE-Proteine, dem so genannten N-terminalen Peptid (NTP), und regulieren somit Kon-
formationsdnderungen von Syntaxinen (Gerst et al., 2003). Diese Interaktion kann zum Beispiel
dazu flihren, dass eine ,,geschlossene® Konformation eines Syntaxins aufgeldst wird, sodass
dieses in ,,offener* Formation fiir andere SNARE-Proteine zuginglich wird. Dadurch sind sie in
der Lage die Bildung eines SNARE-Komplexes und damit Fusionsvorgénge zu kontrollieren
(Dulubova et al., 1999; Misura et al., 2000; Yang et al., 2000). Das Genom von A. thaliana ko-
diert fiir 6 Proteine der Secl-Familie (Sanderfoot and Raikhel, 2003), wovon eines, das so ge-
nannte KEULE (KEU), wahrend der Vorginge der Cytokinese aktiv zu sein scheint (Assaad et
al., 2001).

Ras-GTPasen kontrollieren mehrere Schritte des Vesikel-vermittelten Transports, wie das Ab-
schniiren von Vesikeln, Kargo-Selektion, Bewegung, ,,Tethering* und das Andocken der Vesi-
kel an die Zielmembran (Deneka et al., 2003). Das Genom von A. thaliana kodiert fiir 57 poten-
tielle Rab-GTPasen, die in 8 Unterfamilien (RabA bis RabH) eingeteilt werden (Sanderfoot and
Raikhel, 2003). Obwohl die genauen biologischen Funktionen der meisten pflanzlichen Rab-
Proteine noch nicht bekannt sind, konnte gezeigt werden, dass die Rab-Proteine Rhal und Rab-
E1 entscheidende Rollen im vakuoldren Transport und der Exocytose innehaben (Sohn et al.,
2003, Zheng et al., 2005). In Hefe- und Séugerzellen interagieren sowohl Rab-, als auch Rho-
GTPasen moglicherweise mit einem groBen Protein-Komplex, dem so genannten Exocyst-
Komplex. Dieser Komplex agiert Organell-spezifisch als ein ,,Tethering*“-Komplex und leitet
das Andocken der Vesikel an die Zielmembran ein, agiert daher im Fusionsprozess zeitlich vor
den SNARE-Proteinen und assoziierten Proteinen (Elias et al., 2003). In A. thaliana gibt es zu
allen Untereinheiten des Exocysten jeweils Pflanzen-homologe Proteine, was hochstwahr-
scheinlich auf eine konservierte Funktion in Pflanzen zuriickzufiihren ist (Elias et al., 2003).

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass SNARE-Proteine in Form von inhibito-
rischen SNAREs (i-SNARESs) die Spezifitit der Membranfusion regulieren kdnnen, indem sie
fusionsunféhige Komplexe eingehen. Entsteht ein Ungleichgewicht im Konzentrationsverhéltnis
der verschiedenen SNARE-Proteine an der Zielmembran, so kdnnen untypische t-SNARE-
Komplexe gebildet werden, die nicht mehr mit dem v-SNARE interagieren und somit eine Fu-

sion verhindern (Varlamov et al., 2004).
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Nur eine exakte subzelluldre Lokalisierung von SNARE-Proteinen und deren regulatorischer
Kofaktoren kann die Spezifitit intrazelluldrer Transportvorgénge gewdhrleisten. Aus diesem
Grund muss jedes Kompartiment mit einem passenden Satz an SNARE-Proteinen versehen
sein. Nach erfolgter Fusion miissen die am Vesikel lokalisierten SNARE-Proteine wieder zu-
riick in ihr Donor-Kompartiment transportiert werden. Daher konnen sich SNARE-Proteine
auch in mehreren Kompartimenten befinden und nur unter Gleichgewichtsbedingungen in einer
charakteristischen Verteilung vorliegen (Hay et al., 1998). Zweifellos haben akzessorische Pro-
teine, die an freie SNARE-Proteine binden, eine Rolle in der Lokalisation und Sortierung der
SNAREs inne. Jedoch, obwohl die cytosolische Doméne mancher SNARE-Proteine essentiell
fiir deren korrekte Sortierung sein kann (West et al., 1997; Zeng et al., 2003), konnten bisher

noch keine definierten Sortierungssignale definiert werden.

1.3.4. Die SNARE-Proteine des friihen sekretorischen Transportweg

In Hefen (S. cerevisiae) konnten 4 SNARE-Proteine identifiziert werden, die am anterograden
Transport vom ER zum Golgi-Apparat beteiligt sind. Das Qa-SNARE Sed5p ist am Golgi-
Apparat lokalisiert und bildet am cis-Golgi den t-SNARE-Komplex mit dem Qb-SNARE Boslp
und dem R-SNARE Sec22p aus. Dieser trimire Komplex interagiert mit dem Qc-SNARE
Betlp, das in COPII-Vesikeln vom ER zum Golgi-Apparat transportiert wird und reguliert so-
mit die Fusion von COPII-Vesikeln an die cis-Golgi-Membran (Newman et al., 1990; Hardwick
and Pelham, 1992; Sacher et al., 1997; Parlati et al., 2002). Befindet sich die Verteilung im
Gleichgewicht (,,steady state”), so befinden sich Sed5p, Boslp und Betlp hauptsidchlich im
Golgi-Apparat, wihrend Sec22p sowohl im ER als auch im Golgi-Apparat lokalisiert ist (Burri
and Lithgow, 2004). Der SNARE-Komplex, der am retrograden Transport zum ER beteiligt ist,
besteht aus dem Qa-SNARE Ufelp, das mit Sec20p, Tip20p, Uselp und dem R-SNARE
Sec22p interagiert (Lewis et al., 1997; Burri et al., 2003; Dilcher et al., 2003).

Das R-SNARE Sec22p nimmt, im Gegensatz zum anterograden Transport, im retrograden
Transport hochstwahrscheinlich die Rolle des v-SNAREs ein (Ballensiefen et al., 1998).

Es konnte gezeigt werden, dass die SNARE-Proteine zwischen dem ER und Golgi-Apparat
zyklieren und sowohl in COPI- als auch in COPII-Vesikel vorkommen (Matsuoka et al, 1998;
Spang and Schekman, 1998; Pelham, 1999; Liu and Barlowe, 2002). Dabei ist es von Bedeu-
tung, in welcher Form die SNARE-Proteine transportiert werden. Bet 1p und Sec22p miissen als
freie SNAREs vorliegen um mit dem Sec24-Hiillprotein (Kap. 1.2.2) interagieren zu konnen.
Das COPII-Bindemotiv (LxxLE) von Betlp ist nur dann in der Lage an Sec24 zu binden, wenn
es als Monomer vorliegt (Mossessova et al., 2003). Im Falle des Longins Sec22p kann dieses
nur in COPII-Vesikel aufgenommen werden, wenn die N-terminale Longin-Doméne (Gonzalez
et al., 2001) mit dem SNARE-Motiv im gleichen Molekiil interagieren kann. Es muss daher

ebenfalls als Monomer vorliegen, sodass es diese Konformation einnehmen kann (Liu et al.,
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2004; Mancias and Goldberg, 2007). Das Vorliegen freier SNARE-Proteine ist, wie bereits er-
wihnt, die Konsequenz der SNAP und NSF Aktivitdt am ER und am Golgi-Apparat (Mancias
and Goldberg, 2007).

Das Qa-SNARE Sed5p besitzt zwei COPII-Bindestellen. Das LxxME-Motiv bindet an die so
genannte ,,B-site” des Sec24-Hiillproteins und ein weiteres Motiv (YNNSNPF) bindet an die
»A-site* von Sec24 (Mossessova et al., 2003). Beide Motive sind auch in einer ,,geschlossenen®
Konformation von Sed5p zuginglich. Des Weiteren ist es moglich, dass die Motive in einem
assemblierten t-SNARE-Komplex ebenfalls an Sec24 binden kénnen (Mossessova et al., 2003).
Somit ist gewdahrleistet, dass Boslp, das keine direkte COPII-Bindungsstelle aufweist, in as-
semblierter Form zusammen mit Sed5p zum cis-Golgi transportiert werden kann.

Ein weiterer regulatorischer Schritt der Fusion von COPII-Vesikeln an die cis-Golgi-Membran
scheint die Bindung des SM-Proteins Slyl an das N-terminale Peptid (NTP) von Sed5p zu sein
(Grabowski and Gallwitz, 1997; Bracher and Weissenhorn, 2002; Kosodo et al., 2002; Peng and
Gallwitz, 2002; 2004; Li et al., 2005). Auch in Sdugern scheint die Bindung von Slyl an das
homologe Qa-SNARE Syntaxin5 die Bildung des t-SNARE-Komplexes am cis-Golgi voranzu-
treiben (Dascher and Balch, 1996; Williams et al., 2004).

Die Tatsache, dass das Genom von A. thaliana fiir eine hohere Zahl an SNARE-Proteinen ko-
diert, als das Genom von Hefen und S&ugern, spricht fiir eine groBere SNARE-vermittelte Di-
versitét zelluldrer Funktionen in Pflanzen (Surpin and Raikhel, 2004). Bis heute ist die Lokalisa-
tion von 15 SNARE-Proteinen im frithen sekretorischen Weg bekannt. Davon sind 9 im Golgi-
Apparat und 6 im ER lokalisiert (Uemura et al., 2004; Moreau et al., 2007; Lipka et al., 2007).
Darunter befinden sich auch die homologen SNARE-Proteine, die fiir den Transport vom ER
zum Golgi-Apparat in Hefen verantwortlich sind: Das Qa-SNARE AtSYP31 (Sed5p), das Qb-
SNARE AtMEMBI11 (Boslp), das Qc-SNARE AtBS14 (Betlp) und das R-SNARE AtSEC22
(Sec22p). Uber die Funktionalitit dieser SNARE-Proteine in Pflanzen ist kaum etwas bekannt.
In Untersuchungen von Chatre et al. (2005) wurden XFP-SNARE-Proteine von SYP31,
MEMBI11, BS14 und SEC22 mittels transienter Expressionsstudien in Tabakblittern getestet.
Daraus geht hervor, dass SYP31, MEMBI11 und BS14 im Golgi-Apparat und SEC22 im Golgi-
Apparat und im ER lokalisiert werden. Die Uberexpression dieser SNARE-Proteine fiihrte zur
Retention eines sekretorischen Marker-Proteins (secYFP) im ER. AuBlerdem konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von SEC22 und MEMBI1 zu einer Umverteilung koexpri-
mierter Golgi-Marker in das ER fiihrte (Chatre et al., 2005). Damit wies man erstmals auf die
Bedeutung der SNARE-Proteine im frithen sekretorischen Weg der Pflanze hin. Diese Studien
beruhen allerdings ausschlieBlich auf fluoreszenzmikroskopischen Daten. Daher bedarf es wei-
terer quantitativer Daten und Interaktionsstudien um die Rolle dieser SNARE-Proteine im ftii-

hen sekretorischen Transportweg der Pflanzen zu verstehen.
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es erste Einblicke in die molekularen Eigenschaften der pflanzlichen
SNARE-Proteine des ER-Golgi-Transports zu gewinnen und somit zum Verstdndnis der Funk-
tion dieser SNAREs in der Pflanzenzelle beizutragen. Wéhrend in Hefen und Sdugern die
SNARE-Proteine des ER-Golgi-Transports sowohl strukturell als auch funktionell intensiv un-
tersucht worden sind und es dadurch gelungen ist eine Vorstellung der verschiedenen Interakti-
onen dieser SNARE-Proteine wie auch deren Regulation und Lokalisierung zu entwickeln, war
in Pflanzen bis zum Beginn der vorliegenden Arbeit nur sehr wenig iiber die SNARE-Proteine
des frithen sekretorischen Wegs bekannt. Die Identifizierung einer groBen Anzahl von SNARE-
kodierenden Genen im Genom von A. thaliana liel bereits annehmen, dass die SNARE-
Proteine auch in Pflanzen von groBer Bedeutung sind (Sanderfoot et al., 2000). Um eine mdg-
lichst grole Homologie zwischen den Genomsequenzen von A. thaliana und der Untersu-
chungspflanze N. tabacum zu gewihrleisten wurden Sequenzdaten aus L. esculentum fiir die
Experimente verwendet.

Die Untersuchung der einzelnen SNARE-Proteine LeBos1, LeBet1l und LeSec22 sollte in einem
in vivo Versuchssystem mit N. tabacum Protoplasten (Phillipson et al. 2001) durchgefiihrt wer-
den. Dabei sollte vor allem die Selektivitit der SNARE-vermittelten Fusion durch einen Nach-
weis sekretierter und retenierter Reporterproteine quantitativ untersucht werden. Des Weiteren
sollte die Beteiligung der einzelnen Doméanen der SNARE-Proteine, die im Falle der homologen
Proteine aus Hefen und Sdugern regulatorische Funktionen innehaben, charakterisiert werden.
Fiir die Analyse der intrazellulidren Lokalisierung der SNARE-Proteine und zur Visualisierung
der quantitativen Daten, werden konfokalmikroskopische Studien mit XFP-Fusionsproteinen
eingesetzt. Insbesondere steht hier die Charakterisierung und Lokalisierung des Qa-SNAREs
LeSed5 im Vordergrund. Dabei werden wie bei LeBosl, LeBetl und LeSec22 auch zunichst
quantitative in vivo Studien mit verschiedenen Deletionsmutanten und dem Wildtyp als auch
mit Fusionsproteinen durchgefiihrt um die Funktion der einzelenen Doménen zu untersuchen.
Lokalisationsstudien am CLSM sollen mit Einsatz verschiedener Markerproteine Aufschluss
iiber die genaue Lokalisation von LeSed5 im frithen sekretorischen Weg geben. Sowohl bei
quantitativen Enzymtests als auch bei den Lokalisationsstudien sollen Zeitreihen einen mogli-
chen Effekt auf den frithen sekretorischen Effekt aufzeigen. Eine weitergehende Charakterisie-
rung des Qa-SNAREs auf ultrastruktureller Ebene erforderte zusitzlich die Herstellung eines
Antikorpers gegen das SNARE-Protein und einer transgenen Zelllinie.
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2. Ergebnisse

2.1. ldentifizierung von SNAREs des frihen sekretorischen
Wegs aus L. esculentum (Tomate)

Im Rahmen des Arabidopsis-Genom-Projekts wurden in A. thaliana fiir alle SNARE-Proteine,
welche in Hefe- und Sdugerzellen die Fusion von COPII-Vesikeln mit der cis-Golgi Membran
regulieren, codierende Sequenzhomologe identifiziert. Die SNARE-Proteine werden entspre-
chend der Nomenklatur nach Sanderfoot et al. (2000) als AtSYP31 (Qa-SNARE), AAMEMB11
(Qb-SNARE), AtBS14 (Qc-SNARE) und AtSEC22 (R-SNARE) bezeichnet. Der Schwerpunkt
der vorliegenden Arbeit ist die funktionelle Charakterisierung und Lokalisierung dieser
SNARE-Proteine in Nicotiana tabacum (Tabak). Sowohl N. tabacum als auch Lycopersicon
esculentum (Tomate) gehoren zu der Familie der Solanaceae. Um die hochst mogliche Homolo-
gie zwischen dem Organismus Tabak und den fiir die SNARE-Proteine verfiigbaren Sequenzen
zu finden, wurden die homologen Proteinsequenzen aus der Tomatendatenbank des ,,sol geno-
mic networks* ermittelt und die jeweiligen EST-Klone angefordert. Die fiir diese Arbeit rele-
vanten Proteinsequenzen aus Lycopersicon esculentum, hier bezeichnet als Le, wurden in Ana-
logie zu den SNARE-Proteinen aus Hefe als LeSedS, LeBos1, LeBetl und LeSec22 bezeichnet.
Die Proteinsequenzen wurden mit ClustalW-Alignment auf Ahnlichkeit und Identitit innerhalb

der Aminosédureabfolgen analysiert und das Ergebnis in Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Tabelle 2.1: Sequenzvergleich der SNARE-Proteine aus L. esculentum und den jeweiligen homologen
SNARE-Proteinen aus A. thaliana, S. cerevisiae (Hefe) und H. sapiens (Siugern) in Bezug auf Ahnlich-
keit und Identitét. Die jeweiligen Gen Accession Nummern sind in Klammern aufgefiihrt.

L. esculentum A. thaliana S. cerevisiae H. sapiens
Annlichkeit [%6] Ahnlichkeit [%0] Anhnlichkeit [%]
(Identitat [%6]) (Identitat [%6]) (Identitat [%6])
LeSed5 AtSYP31 (At5g05760) Sed5p Syntaxin 5
(AW222275) (NP_196195) (NP_013126.1) (NP_003155)
64% (46%) 50% (32%) 49% (36%)
LeBosl AtMEMBI 1 (At2g36900) Boslp GOSR2A
(BG130394) (NP_181227) (NP_013179.1) (NP_0042738)
79% (60%) 38% (18%) 45% (27%)
LeBetl AtBS14a (At3g58170) Betlp BETI
(AW033981) (NP_191376) (NP_0122621.1) (NP_005859)
70% (52%) 42% (18%) 51% (27%)
LeSec22 AtSEC22 (Atlgl1890.1) Sec22p SEC22B
(BG123258) (NP_172653.1) (NP_013370.1) (NP_004883.2)
94% (90%) 59% (39%) 64% (46%)

Zwischen den jeweiligen Proteinsequenzen der SNARE-Proteine aus L. esculentum und aus
A. thaliana besteht die hochste Ahnlichkeit von 94% zwischen den R-SNAREs LeSec22 und
AtSEC22 (Identitit: 90%), und die niedrigste Ahnlichkeit von 64% zwischen den Qa-SNAREs
LeSeds5 und AtSYP31 (Identitit: 46%). Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Ahnlichkeit

und Identitit der Proteinsequenzen zwischen den SNARE-Proteinen in hoheren Pflanzen
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(L. esculentum und A. thaliana) grundsétzlich héher ist, als die zwischen den Proteinen aus ho-
heren Pflanzen und denen aus Hefen (S. cerevisiae) bzw. Séugern (H. sapiens).

Durch die Suche in der Conserved Domain Database (CDD) des NCBI Webportals wurden die
charakteristischen Doménen innerhalb der SNARE-Proteinsequenzen aus L. esculentum identi-
fiziert. Bei diesen handelte es sich zum einen um das, bei allen in dieser Arbeit verwendeten
SNARE-Proteinen vorkommende SNARE-Motiv (Weimbs et al., 1997; Fasshauer et al., 1998),
welches eine hoch konservierte Doméne in der Familie der SNARE-Proteine darstellt, sowie
zum anderen um eine Syntaxin-Doméne (Teng et al., 2001), auch Habc-Doméne genannt, in
LeSed$, oder eine Longin-Doméne in LeSec2?2 (Filippini et al., 2001; Rossi et al., 2004).

In Abbildung 2.1 ist eine Analyse des Sequenzvergleichs, welcher mit dem Programm
,ClustalW* durchgefiihrt wurde, von dem hier speziell untersuchten LeSed5 und den homolo-
gen Qa-SNARE:s in A. thaliana (AtSYP31), S. cerevisiea (Sed5p) und H. sapiens (Syntaxin 5)
dargestellt. Die charakteristischen Doménen der Qa-SNAREs (Hong, 2005), wie die
N-terminale cytosolische Domine, bestehend aus dem N-terminalen Peptid (NTP), den drei
Subdominen Ha, Hb und Hc und dem SNARE-Motiv, als auch die kurze Transmembrandomé-
ne (TMD) konnten identifiziert werden und weisen an den entscheidenden Positionen eine sehr
hohe Ahnlichkeit in der Aminoséureabfolge auf.

Die im N-terminalen Peptid befindlichen Bindungsstellen fiir das SM-Protein Slyl (**D — ""F)
(Bracher and Weissenhorn, 2002; Yamaguchi et al., 2002; Dulubova et al., 2003) sind hoch
konserviert (Abb. 2.1B). Die Aminosduren innerhalb des erwidhnten SNARE-Motivs weisen auf
eine hohe Konservierung hin. So ist die Aminosdure Glutamin (Q), die sich im so genannten
»zero layer” des SNARE-Motivs befindet und zur Subklassifizierung innerhalb der SNARE-
Proteine (Fasshauer et al., 1998) beitrdgt, in allen Sed5 Homologen absolut identisch. Die aus
nur 26 Aminosduren bestehende Transmembrandomine von LeSed5 ist den Homologen aus

Hefe, Sdugern und A. thaliana ebenfalls sehr dhnlich.



Ergebnisse

22

A
N-terminale Doméine
NTP Ha Hb Hc SNARE Motiv TMD
B
LeSed5 MPVKVASASLRDRTQEFQSIAERLKKS- - FSSVQNGSISTSTSSGSRSEEQRTTIAMQSE 58
AtSYP31  ----- MGSTFRDRTVELHSLSQTLKKIGAIPSVHQD- -EDDPASSKRSSPG------- SE 46
Syntaxins ------- MSCRDRTQEFLSACKSLQTR------ QNG- - IQTNKPALRAVRQR---- -~ SE 39
Sedsp @ ------- MNIKDRTSEFQQSVLSYKKRNKNFREQQRERLOEKESENFANNTTGNGKSVSE 53
*** * = = .. 2 H * %

LeSed5 FNRRASKIGFGIHQTSQKLAKLAKLAKRTSVFDDPTTEIQELTAVIKQDITALNSAVVDL 118
AtSYP31 FNKKASRIGLGIKETSQKITRLAKLAKQSTIFNDRTVEIQELTVLIRNDITGLNMALSDL 106
Syntaxin5 FTLMAKRIGKDLSNTFAKLEKLTILAKRKSLFDDKAVEIEELTYITKQDINSLNKQIAQL 99
Sedsp FQKKASGIAHEISSTAQLLSKLAVLAKRKPMFNDNPVEIAELSFLIKRKIYAIEQSLVQL 113

* *, *, . Lk s sk kkk. ok .k  kk kk. k.  *k

—
LeSed5 QLHSNARNE- - - - - SGNS--DTTSHSTTVVDDLKNRLITATKEFKEVLTMRTENMKVHEN 171
AtSYP31 QTLONMELA- - - - - DGNYSQDQVGHYTAVCDDLKTRLMGATKQLODVLTTRSENMKAHEN 161
Syntaxin5 QDFVRAKGS----- QSGR--HLQTHSNTIVVSLQSKLASMSNDFKSVLEVRTENLKQQRS 152
SedSp SQLKKTDVNGNTSNQSSKQPSAVQHSKNVVNLLNTQMKNISGSFKDVLEERQRLEMANKD 173

* . * . y .. ** *

LeSed5 RROMFSSSTSKEASNPFMRQRPLASRNTASTSASP--------- PPWANDSPSSSQLFPR 222
AtSYP31 REQLFSTKNAVDSP - PONNAKSVPEPPPWSSSSNPFGNLQOQPLLPPLNTGAPPGSQLRRR 220
Syntaxin5 RREQFSR----------cececocoaa- APVSALP---=---~-- LAPNHLGG-GAVVLGAE 182
Sed5p RWQKLTTDTG-HAPADDQTQSNHAADLTTYNNSNP--~-~-~-~-~--~-~ FMTSLLDESSEKNNN 222

* . .. T
LeSed5 KQGDGDTQPLLODQQQQQODQIVPLODSYMOSRAEALONVESTIHELGSIFNQLATLVSQ 282
AtSYP31 SAIENAPS---Q0OMEMSLLOQTVPKQENYSQSRAVALHSVESRITELSGIFPQLATMVTQ 277
Syntaxin5 SHASKDVAIDMMDSRTSQQLQLIDEQDSYIQSRADTMONIESTIVELGSIFQQLAHMVKE 242
SedSp SSNQGELSFPQNDSQLMLMEEGQLSNNVYLQERNRAVETI ESTIQEVGNLFQQLASMVQE 282

. * k _* ::___l‘***‘_**i* .

LeSed5 QGEVAIRIDENMDDTLTNVEGAQGALLKYLNSISSNRWLMIKIFFVLIFFLMIFLFFVA 341
AtSYP31 QGELAIRIDDNMDESLVNVEGARSALLQHLTRISSNRWLMMKIFAVIILFLIVFLFFVA 336
Syntaxin5 QEETIQRIDENVLGAQLDVEAAHSEILKYFQSVTSNRWLMVKIFLILIVFFIIFVVFLA 301
Sed5p QGEVIQRIDANVDDIDLNISGAQRELLKYFDRIKSNRWLAAKVFFIIFVFFVIWVLVN- 340

* % kw Ay Fiee¥ - B HI e b Sl T s S 0
* Identische Aminosiure
: Konservierte Aminosiure
. Semi-Konservierte Aminoséiure

Abb. 2.1: A Schematische Darstellung der Doménenstruktur von LeSed5. Das Protein besteht aus einer
C-terminalen Transmembrandoméine (TMD, griin dargestellt) und einer N-terminalen cytosolischen Do-
méne, welche das konservierte SNARE-Motiv (gelb), die drei Subdoménen Ha, Hb und He (grau) und
das N-terminale Peptid (NTP, rot) enthilt. B Sequenzvergleich von LeSed5 und den homologen SNARE-
Proteinen in A. thaliana (AtSYP31), H. sapiens (Syntaxin 5) und S. cerevisiae (Sed5p). Untereinander
sind die Proteinsequenzen der verschiedenen Organismen dargestellt. Das SNARE-Motiv ist gelb unter-
legt, das NTP ist rot und die TMD griin unterstrichen. Die entscheidenden Aminosduren sind rot hervor-
gehoben. Die Subdoménen Ha, Hb und Hc sind unterstrichen. Die Abbildung wurde mit dem Programm
,,Clustal W erstellt.

Wie hoch die Ahnlichkeit der in dieser Arbeit verwendeten SNARE-Proteine ist, ldsst sich bei
der beispielhaften Betrachtung eines Proteinsequenz Alignments des hoch konservierten

SNARE-Motivs der jeweiligen Qb-, Qc- und R-SNARESs verstehen. In Abbildung 2.2 B sind die
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Aminosduren der 16 Ebenen, welche wie in der Einleitung beschrieben zur Stabilitdt der
SNARE-Fibrille beitragen, am Beispiel der SNARE-Proteine von H. sapiens (GOSR2A, BET1

und SEC22B) blau und unterstrichen dargestellt. Die Aminosdure der innersten Ebene, des so

genannten ,,zero layers*, ist rot markiert.

A
B

Qb B
LeBosl : NQSARNSSRIMEETLATGVAILSKYSERRDRLKRAQREKALDVLNTLGLSNSVMRIIEKR 218
AtMEMB11l: NSSVENSKRMLEESFSSGVAILSKYAERRDRLKSAQRKALDVLNTVGLSNSVLRLIERR 198
GOSR2A : ASSLQKVHNGMDDLILDGHNILDGLRTRQRLTLKGTQKKILDIANMLGLSNTVMRLIEKR 185
Boslp : VSVFERGNAQLDYILEMGQQSFENIVERNKILSKVQDRMSNGLRTLGVSEQTITSINKR 217

i il 13 H * T Wl T H T 5 T L R

Qc
LeBetl : DKAVDSLQDRVSFLKKLTGDIHEEVETHNKMLDRMGNEMDSSRGIMSGTMDRFKMVFEK 99
AtBSl4a : ERALEGLODRVILLKRLSGDINEEVDTHNRMLDRMGNDMDSSRGFLSGTMDRFKTVFET 96
BET1 : ERLTESLRSKVTAIKSLSIEIGHEVKTRNKLLAEMDSQFDSTTGFLGKIMGKLKILSRG 90
Betlp : EEQMGAMGQRIKALKSLSLKMGDEIRGSNQTIDQLGDTFHNTSVKLKRTFGNMMEMARR 116

- . .. ek K. . * - e . - . . . . * . - .

R
LeSec22 : QRNISKLNDELYEVHQIMTRNVQEVLGVGEKLDQVSQMSSRLTSESRIYADKAKDLNRQ 190
AtSEC22 : QRNIAKLNDELYEVHQIMTRNVQEVLGNGEKLDQVSEMSSRLTSESRIYADKAKDLNRQ 190
SEC22B : RRNLGSINTELQDVQRIMVANIEEVLQRGEALSALDSKANNLSSLSKKYRQDAKYLNMH 189
Sec22p : QDNLDQLNQELVGVKQIMSKNIEDLL DSLDKMSDMSSSLKETSKRYRKSAQKINFD 187

poRy gk Rk kaokd ks Mo aiw deip e %a R ook ek

* [dentische Aminosiure
: Konservierte Aminosdure
. Semi-Konservierte Aminosidure

Abb. 2.2: A Darstellung eines Models des ER-Golgi-SNARE-Komplexes aus S. cerevisiae (Flanagan and
Barlowe, 2006). B Sequenzvergleich der SNARE Motive der Qb-, Qc- und R-SNARE Proteine aus L.
esculentum und den Homologen aus A thaliana (AtMEMBI11, AtBS14a und AtSEC22), H. sapiens
(GOSR2A, BETI1 und SEC22B) und S. cerevisiae (Boslp, Betlp und Sec22p). Untereinander sind die
Proteinsequenzen der verschiedenen Organismen dargestellt. Das SNARE-Motiv der jeweiligen SNARE-
Proteine aus H. sapiens ist gelb unterlegt. Die interagierenden Aminosiuren sind blau und unterstrichen
dargestellt und die entscheidenden Aminosduren des ,,zero layers™ sind rot hervorgehoben oder in der
schwarzen Box markiert. Die Abbildung wurde mit dem Programm ,,ClustalW* erstellt.

Die zentrale Aminoséure des ,,zero layers™ der Qb-SNAREs (LeBosl, AIMEMBI11, GOSR2A
und Boslp) ist identisch, wohingegen die zentrale Aminosédure der Vertreter der anderen beiden
Proteinfamilien, Qc (LeBetl, AtBS14a, BET1 und Betlp) und R (LeSec22, AtSEC22, SEC22B
und Sec22p), nicht konserviert ist. Die zentrale Aminosdure ist aber innerhalb der jeweiligen
SNARE-Proteine aus héheren Pflanzen (L. esculentum und A. thaliana) identisch (siche Abb.
2.2B). Die anderen Aminoséduren der 16 Interaktionsebenen der SNARE-Motive zwischen den

Vertretern der Qc- und R-SNARE:S sind bis auf eine Ausnahme identisch oder konserviert.
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2.2. Einfluss der ER-Golgi-SNARE-Proteine auf den frihen
sekretorischen Weg in vivo

Der Einfluss und die Relevanz von Proteinen auf die verschiedenen Prozesse des sekretorischen
Wegs konnen mittels transienter Genexpressionsstudien in Pflanzenzellen untersucht werden.
Um den Effekt von SNARE-Proteinen auf den frithen sekretorischen Weg zwischen ER und
Golgi-Apparat quantitativ darzustellen, wurde a-Amylase aus H. vulgare (Gerste) als Reporter-
protein transient exprimiert. Die a.-Amylase ist ein in der Pflanze natiirlich vorkommendes Pro-
tein, das den sekretorischen Weg durchliuft, vollstindig sekretiert wird und aufgrund ihrer en-
zymatischen Aktivitit mit sehr hoher Empfindlichkeit quantifiziert werden kann (Phillipson et
al., 2001). Die Sekretion der a-Amylase wird als Sekretionsindex angegeben, welcher den Quo-
tienten aus der Aktivitidt von sekretiertem und zellulirem Reporterprotein darstellt (Pimpl and
Denecke, 2002; Yang et al., 2005; Foresti et al., 2006). Zur funktionellen Charakterisierung der
SNARE-Proteine LeBetl, LeSec22, LeBosl und LeSed5 im frithen sekretorischen Weg wurde
deren Einfluss auf die Sekretionsrate der a-Amylase sowohl mit den jeweiligen Wildtyp-
Proteinen als auch mit HA- und XFP-Fusionsproteinen untersucht. Anhand des HA-Epitops am
N-Terminus der SNARE-Proteine konnte deren Expression in Protoplasten aus N. tabacum mit-
tels Western-Blot-Analysen mit einem anti-HA Antikorper iiberpriift werden. Des Weiteren
wurden Lokalisierungsstudien der XFP-Fusionsproteine in N. tabacum am CLSM durchgefiihrt

und die jeweiligen Effekte mit Hilfe von Markerproteinen visualisiert.

2.2.1. Klonieren der ER-Golgi-SNAREs und deren Derivate fur Ex-
pressionsstudien in vivo

Zur experimentellen Untersuchung und funktionellen Charakterisierung der vier ER-Golgi-
SNARE-Proteine aus L. esculentum wurden zunéchst deren Gene in Expressionsvektoren zwi-
schen den Blumenkohlmosaikvirus (CaMV) 35S-Promotor und den NOS-Terminator kloniert.
Expressionsstudien mit dem Plasmamembran-Syntaxin NtSYR1 zeigten, dass die Uberexpressi-
on der cytosolischen Doméne SP2 zu einer Inhibition der Sekretion fiihrte, wohingegen die
Koexpression des Wildtyp-Proteins diesen Effekt verringerte (Geelen et al., 2002). Gegensitzli-
che Ergebnisse traten bei der Expression des Syntaxins des Pridvakuolidren Kompartiments
SYP21 aus Arabidopsis (AtSYP21) auf. Hier wurde zum einen gezeigt, dass es bei Uberexpres-
sion des Wildtyp-Proteins und nicht des cytosolischen Derivats zu einer Inhibition des Trans-
ports zur Vakuole kommt (Foresti et al., 2006). Kiirzlich erstellte Studien (Tyrrell et al., 2007)
gezeigten aber, dass das cytosolische Fragment von SYP21 den Transport von Membran-
gebundenen Reporterproteinen zum Tonoplasten inhibiert. Beide Syntaxine findet man in
SNARE-Komplexen des spiten sekretorischen Wegs. Um Einblicke in die Fusionsmaschinerie

des frithen sekretorischen Weges zu erhalten, wurden mehrere chimére Deletionskonstrukte der
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vier ER-Golgi-SNARE:s hergestellt (Abb. 2.3).

A Cytosol Lumen
SNARE 1M_D_ LeBetl (FL) (1 - 145 AS)
—{SNARE (=% LeBetlATMD (1 - 114 AS)
B =
I Longin 1 SNARE |—me LeSec22 (FL) (1 - 218 AS)
[Congin — H SNARE TMDI LeSec22AN (73 - 218 AS)
[ Longin | SNARE }— LeSec22ATMD (1 - 188 AS)
C
—~{Ha H_Tib H Tic —{ SNARE I—EF]G_??I LeBosl (FL) (1 - 245 AS)
~{Ha H_ b H_He —{ SNARE £ LeBosIATMD (1 - 228 AS)
D ="
INTPH Ha H Hb H He —— SNARE I—LMQJ LeSeds (FL) (1 - 341 AS)
:-! ‘k
{1 Ha H Hb H He ——{ SNARE I—Lmr,)l LeSed5ANT (47 - 341 AS)
INTPH Ha H Hb H He —— SNARE |— ;3 LeSedSATMD (1 - 323 AS)
{1t H¥ib H He —SNARE - =% [eSedSANTATMD (47 - 323 AS)

Abb. 2.3: Schematische Ubersicht der ER-Golgi-SNARE-Proteine und deren Deletionsmutanten.
A Darstellung der Doménenstruktur des Qc-SNAREs LeBetl, bestehend aus 145 Aminoséduren, und des-
sen cytosolische Mutante LeBetlATMD, ohne die Transmembrandomine. B Darstellung des aus 218
Aminosduren bestehende R-SNAREs LeSec22 und dessen Derivate. Die Longin-Doméne von
LeSec22AN wurde um den N-terminalen Teil der Longin-Doméne verkiirzt. Beim cytosolischen Protein
LeSec22ATMD wurde auf die Transmembrandomédne (TMD) verzichtet. C Dargestellt sind das Qb-
SNARE LeBosl, mit einer Lidnge von 341 Aminosduren, und dessen cytosolisches Derivat
LeBosIATMD. D Ubersicht iiber die verschiedenen Proteine des Qa-SNAREs LeSed5. Das Wildtyp-
Protein LeSed5 besteht aus 241 Aminosauren, das Protein LeSedSANT wurde N-terminal um 46 Amino-
sduren verkiirzt. Bei den beiden cytosolischen Mutanten LeSedSATMD und LeSedSANTATMD wurde
auf die C-terminale Transmembrandomédne bzw. auf das N-terminale Peptid verzichtet.
(SNARE = SNARE-Motiv; TMD = Transmembrandomine; Longin = Longin-Doméine; NTP = N-

terminales Peptid; AS = Aminosdure)

Das Qc-SNARE LeBetl ist mit 145 Aminosduren das kleinste ER-Golgi-SNARE. In Hefen
fungiert Betlp als v-SNARE, enthilt eine Sec24-Bindungsstelle, wird somit in COPII Vesikel
verpackt (Mossessova et al., 2003) und ist als Monomer vollstindig unstrukturiert (Fiebig et al.,
1999). Zur Expression des Wildtyp-SNARE-Proteins und dessen cytosolischen Derivats wurden
jeweils die Konstrukte LeBetl (FL) und LeBetlATMD hergestellt (Abb. 2.3 A).

Das als Qb-SNARE klassifizierte LeBos1 weist N-terminal eine globulére Habc-dhnliche Do-

méne auf. Das homologe Protein aus Hefe (Boslp) dient als leichte Kette innerhalb des
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t-SNARE-Komplexes, welcher cis-Golgi lokalisiert ist. Es beinhaltet keine COPII-
Bindungsstelle und wird daher vermutlich als Teil des t-SNARE-Komplexes zusammen mit
Sec22p und SedS5p, welche dagegen jeweils Sec24-Bindungsstellen aufweisen, aus dem ER
exportiert (Miller et al., 2002; Mossessova et al., 2003). Auch hierzu wurde jeweils das Wild-
typ-Protein LeBos1 (FL) und das cytosolische Derivat LeBos1ATMD angefertigt (Abb. 2.3 C).
Alle R-SNARESs in Pflanzen werden auch als so genannte ,,Longins“ bezeichnet und bestehen
aus einem verldngerten N-terminalen Bereich, der Longin-Doméne. Diese Doméne kann, basie-
rend auf Daten von humanen R-SNAREs, in die subzellulire Lokalisation und SNARE-
Komplex-Formation involviert sein, wie zum Beispiel durch Interaktion mit regulatorischen
Polypeptiden (Martinez-Arca et al., 2003; Uemura et al., 2004). In Hefen agiert das R-SNARE
Sec22p sowohl im anterograden als auch im retrograden Transport und zyklisiert zwischen dem
ER und dem Golgi-Apparat. Uber die biologische Rolle des pflanzlichen Homologs von Sec22
ist bis dato noch wenig bekannt. Es wurde auch kein Phinotyp in Arabidopsis-Sec22-Mutanten
gefunden, was darauf hindeutet, dass dieses SNARE-Protein zumindest teilweise redundant
interagiert (Lipka et al., 2007). Der N-Terminus des R-SNAREs LeSec22 besteht ebenfalls aus
einer Longin-Doméne. In dieser Arbeit wurden sowohl das Wildtyp SNARE-Protein LeSec22
(FL), als auch deren N- und C-terminalen Deletionsmutanten LeSec22AN und LeSec22ATMD
untersucht (Abb. 2.3 B).

Das Syntaxin LeSed5 ist mit 341 Aminosduren das groite SNARE-Protein des am ER-Golgi-
Transport beteiligten SNARE-Komplexes in L. esculentum. Ebenso wie in Hefen und Sdugern
gehoren die Syntaxine zu den am meisten untersuchten pflanzlichen SNARE-Proteinen. Das
Syntaxin-SNARE, welches bei der Fusion von COPII-Vesikeln mit der cis-Golgi-Membran in
Hefen bzw. Sdugern eine wichtige Rolle spielt, ist das Qa-SNARE Sed5p bzw. Syntaxin 5
(Hardwick and Pelham, 1992; Dascher and Balch, 1996). Die grofle cytosolische N-terminale
Region dieser SNARE-Proteine hat regulatorische Funktionen inne. Slyl, ein Vertreter der
Secl/Muncl8 (SM) Proteinfamilie, bindet an das konservierte N-terminale Peptid von SedSp
bzw. Syntaxin 5 und stimuliert dadurch die Interaktion des SNAREs zur Ausbildung des
trans-SNARE-Komplexes am cis-Golgi (Peng and Gallwitz, 2002; Yamaguchi et al., 2002).
Auch die Transmembrandomine (TMD) der SNARE-Proteine scheint eine wichtige Rolle beim
Fusionsprozess einzunehmen. Wird diese ersetzt oder ein kurzer Peptid-Linker zwischen das
SNARE-Motiv und die TMD inseriert, kann der finale Schritt der Membranfusion blockiert
oder negativ beeintrichtigt werden (McNew et al., 1999; McNew et al., 2000). Daher wurden
zur Expression des Wildtyp SNARE-Proteins und dessen cytosolischem Fragment die jeweili-
gen Konstrukte LeSNARE (FL) und LeSSNAREATMD hergestellt. Zur Expression N-terminaler
Deletionsmutanten von LeSed5 wurden die Konstrukte LeSedSANT und LeSedSANTATMD
hergestellt (Abb. 2.3 D).
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2.3. Die Uberexpression des v-SNAREs LeBetl hat keinen Ef-
fekt auf den sekretorischen Weg

Mittels transienter Genexpressionsstudien in Tabak-Protoplasten wurde der Einfluss der Uber-
produktion von LeBetl und dessen cytosolischer Mutante auf die Sekretion von o-Amylase
untersucht. Nach Fluoreszenzstudien von Uemura et al. (2004) in Protoplasten von A. thaliana
Zellsuspensionskulturen ist das homologe SNARE-Protein aus A. thaliana AtBS14a trans-Golgi
lokalisiert. Um die genaue Lokalisierung von LeBetl festzustellen, wurden sowohl Tabak-

Protoplasten als auch BY-2 Zellsuspensionskulturen mit YFP-LeBet] transfiziert.

2.3.1. Funktionsnachweis mittels quantitativen Tests (a-Amylase)

Im Zuge der transienten Genexpression in Tabak-Protoplasten zur quantitativen Analyse der
Sekretion von a-Amylase wurden eine konstante Menge an o-Amylase kodierenden Plasmids
sowie steigende Konzentrationen von 1-20 pg der HA-LeBetl kodierenden Plasmide in Proto-
plasten koelektroporiert. Als Kontrolle diente eine Transfektion mit dem a-Amylase kodieren-
dem Plasmid alleine. Nach 24 h Inkubation bei 25°C wurden die a-Amylase-Aktivititen des
Kulturmediums und der Zellen analysiert und photometrisch bestimmt. Alle Messungen wurden
als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittelwertabweichung dreier
unabhiingiger Versuche. Zur Uberpriifung der Expression von HA-LeBetl und
HA-LeBetlATMD wurden zusdtzlich Western-Blot-Analysen der Protoplasten mit dem mo-
noklonalen anti-HA Antikorper durchgefiihrt.
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Abb. 2.4: Einfluss von HA-LeBetl (A) und HA-LeBetIATMD (B) auf die Sekretion von a-Amylase.
Transiente Genexpression von je 5 pug des a-Amylase kodierenden Plasmids ohne das HA-LeBetl bzw.
HA-LeBetl ATMD kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Sdulel). In den folgenden Séulen ist
der Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 pg, 5 pg, 10 ug und 20 ug HA-LeBetl
bzw. HA-LeBetlATMD Plasmid DNA gezeigt (Sdule 2-6). Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h
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Expression geerntet und die a-Amylase Sekretion durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende
photometrische Messung bestimmt. Die Western-Blot-Analysen mit dem monoklonalen anti-HA Anti-
korper dokumentieren die Expression der Proteine HA-LeBetl und HA-LeBetl1 ATMD.

Wie die Abbildungen 2.4 A und B zeigen hat weder die Koexpression von HA-LeBetl noch die
der cytosolischen Mutante (HA-LeBetl1 ATMD) einen Einfluss auf die Sekretion der a-Amylase.
Auch bei Einsatz hoherer Konzentrationen der SNARE kodierenden Plasmide bleibt die Sekre-
tion von a-Amylase konstant. Der in Abbildung 2.5 A und B dargestellte Vergleich der Aktivi-
tit von o-Amylase im Kulturmedium und den Zellen zeigt, dass die Koexpression beider
LeBetl-Proteine keine dosisabhéngige Verdnderung der enzymatischen Aktivitit des Reporter-
proteins im Medium und Zellen erzeugt. Das Absinken der Aktivitit von a-Amylase sowohl im
Medium als auch in den Zellen bei 20 pg eingesetzter Menge an Plasmid DNA deutet auf ein
Absterben der Tabak-Protoplasten hin, was aber keinen Einfluss auf die Sekretion an sich hatte,

wie der Sekretionsindex in Abbildung 2.4 zeigt.
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Abb. 2.5: Aktivitit von a-Amylase im Kulturmedium und in den Zellen bei Kotransformation von
HA-LeBetl (A) bzw. HA-LeBetlATMD (B). Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h Expression
geerntet und die a-Amylase Aktivitdt durch eine enzymatische Reaktion und anschlieende photometri-
sche Messung bestimmt. Das erste Sdulenpaar dient als Positivkontrolle und zeigt die Aktivitdt von
a-Amylase nach Einsatz von 5 pg Amylase Plasmid zur Transformation. In den folgenden Sdulenpaaren
ist die Aktivitdt von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 ug, 5 pg, 10 pg und 20 pg HA-LeBetl
bzw. HA-LeBetlATMD Plasmid DNA gezeigt (Sdule 2-6). Die a-Amylase Aktivitit des Mediums ist

durch graue Séulen, die a-Amylase Aktivitét in den Zellen durch weille Sdulen dargestellt.

Um sicherzustellen, dass das HA-Epitop am N-Terminus des Proteins keinen Einfluss auf die
Funktionalitit des SNARE-Proteins hat, wurden transiente Expressionsstudien mit dem Wild-
typ-Protein LeBetl (wt LeBetl) unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Alle Messungen
wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittelwertabweichung

zweier unabhédngiger Versuche. Anschliefend wurden der Sekretionsindex von a-Amylase
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(Abb. 2.6 A) und die Gesamtaktivitit des Enzyms im Kulturmedium und der Zellen ermittelt
(Abb. 2.6 B).

Die Expression des Wildtyp-Proteins LeBetl hat keinen FEinfluss auf die Sekretion der
o-Amylase. Wie in Abbildung 2.6 A dargestellt, ist der Sekretionsindex sogar leicht erhoht bei
Koexpression von wt LeBetl, zeigt aber keinen Dosisabhéngigen Effekt. Die Gesamtaktivitdt
(Abb. 2.6 B) von a-Amylase stellt die Aktivitit der a-Amylase im Kulturmedium und den Zel-
len dar. Diese ist bei Koexpression von LeBetl leicht erhoht. Die de novo Synthese von
a-Amylase wird daher nicht beeintrachtigt. Es wurde sogar etwas mehr a-Amylase syntheti-
siert, daher wird mehr o-Amylase durch den sekretorischen Weg transportiert und der Sekreti-

onsindex ist leicht erhoht.
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Abb. 2.6: Einfluss von wt LeBetl auf die Sekretion (A) bzw. die Gesamtaktivitit (B) von a-Amylase.
Transiente Genexpression von je 5 pg des o-Amylase kodierenden Plasmids ohne das wt LeBet] kodie-
rende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séulel). In den folgenden Séulen ist der Sekretionsindex (A)
bzw. die Gesamtaktivitit (B) von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 pg, 10 ug und 20 pg
wt LeBetl Plasmid DNA gezeigt (Séule 2-5). Zellen und Medium wurden nach 24 h Expression geerntet
und die Aktivitidt der a-Amylase durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische
Messung bestimmt.

2.3.2. Lokalisierungsstudien von LeBetl am CLSM

Um einen ersten Uberblick iiber die Lokalisation von LeBetl in der Zelle zu erhalten, eignet
sich die konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM). Das YFP-LeBetl codierende Plasmid
pJB33 wurde fiir die transienten Expressionsstudien zur Lokalisation in Tabak-Protoplasten
verwendet.

Um zu gewihrleisten, dass das YFP-LeBetl Fusionsprotein keinen Verlust auf funktioneller
Ebene aufweist, wurden zunéchst transiente Genexpressionsstudien wie bereits am Beispiel von
HA-LeBetl und wt LeBetl durchgefiihrt und der Sekretionsindex ermittelt (Abb. 2.7). Die Mes-

sungen wurden als Doppelproben durchgefiihrt und das Experiment drei Mal wiederholt.
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Die Sekretion der a-Amylase wird durch die Koexpression von YFP-LeBetl nicht inhibiert.
Auch beim Einsatz von sehr hohen Mengen an Plasmid DNA (20 pg) wird der sekretorische
Weg nicht gestort. Die Fusion von YFP an den N-Terminus des SNARE-Proteins nimmt keinen
Einfluss auf die Funktion des Proteins. Zur Uberpriifung der Expression des Fusionsproteins
wurden Western-Blot-Analysen der Protoplasten mit dem polyklonalen anti-GFP Antikdrper
durchgefiihrt (Abb. 2.7).

Abb. 2.7: Einfluss von YFP-LeBetl auf die Sekretion

von o-Amylase. Transiente Genexpression von je

YFP-LeBet1

5 pg des a-Amylase kodierenden Plasmids ohne das
YFP-LeBetl kodierende Plasmid als Kontrolle der
Sekretion (Séulel). In den folgenden Saulen ist der
Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression von
1 pg, 2ug, 10 pg und 20 pg YFP-LeBetl Plasmid
DNA gezeigt (Séaule 2-5). Zellen und Medium wurden

nach 24 h Expression geerntet und die o-Amylase
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44 kDa » ——— Antikérper dokumentiert die Expression des Fusions-

proteins.

Zur Aufklarung der intrazelluliren Lokalisierung von YFP-LeBetl wurden Koexpressionsstu-
dien von YFP-LeBetl mit dem cis-Golgi-Marker ManI-RFP (Yang et al., 2005) durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Protoplasten mit jeweils 5 pg Plasmid DNA von YFP-LeBetl und
Manl-RFP elektroporiert, 8 Stunden bei 25°C inkubiert und am CLSM untersucht. Beide Mar-
kierungen zeigen punktformige Signale gleicher Grofie von circa 0,5 — 0,8 um, was der Grofe
des Golgi-Apparates in hoheren Pflanzen entspricht (Langhans et al., 2007). Die Aufnahmen
zeigen eine punktformige Verteilung des YFP-Signals und eine eindeutige Kolokalisierung von
YFP-LeBetl mit dem cis-Golgi-Marker ManI-RFP (siche Abb. 2.8). Aufnahmen von Zeitreihen

(x/y/t-timeseries) zeigten, dass die Fluoreszenzsignale mobil sind.

YFP-LeBet1 Manl-RFP | C YFP-LeBet1 + Manl-RFP

Abb. 2.8: Koexpression von YFP-LeBetl mit dem Golgi-Marker ManI-RFP in Tabak-Protoplasten. Die
transformierten Protoplasten wurden nach 8 h Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Es wurden
jeweils 5 pug Plasmid DNA von YFP-LeBetl und Manl-RFP eingesetzt. Das YFP-Signal ist griin (A), das
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RFP-Signal rot (B) und der Merge gelb (C) dargestellt. Einzelbildaufnahmen einer Ebene des Protoplas-
ten von YFP-LeBetl (A), ManI-RFP (B) und dem Overlay von A und B (C).

Das SNARE-Fusionsprotein YFP-LeBetl scheint laut CLSM-Studien keinen Einfluss auf die
Endlokalisierung des Golgi-Markers in der Zelle zu nehmen, was aufgrund der quantitativen
Daten des a-Amylase Enzymtests bereits anzunehmen war. Die Kolokalisierung des Markers
mit YFP-LeBetl ist allerdings nicht vollstindig. Wie in Abbildung 2.8 C weisen nicht alle
Manl-RFP Signale eine Kolokalisierung mit dem YFP-Signal auf (durch rote Pfeile gekenn-
zeichnet) und umgekehrt (durch griine Pfeile dargestellt).

Um sicherzustellen, dass diese Strukturen dem Golgi-Apparat zugeordnet werden kénnen, wur-
den die Protoplasten mit Brefeldin A inkubiert. Mit Hilfe des makrozyklischen Laktons Brefel-
din A (BFA) ist es moglich den frithen sekretorischen Weg zu inhibieren (Klausner et al., 1992;
Satiat-Jeunemaitre et al., 1996; Sciaky et al., 1997; Nebenfuhr et al., 2002). BFA {ibt einen un-
mittelbaren Einfluss auf den retrograden Transport aus, indem es primér an Sec7-dhnliche Gua-
ninnukleotid-Austausch Faktoren (GEFs), welche die GTPase Arfl katalysieren, bindet und
somit die Rekrutierung von COPI-Hiillproteinen inhibiert. Somit wird die Bildung des COPI-
Coatomers in tierischen und in pflanzlichen Zellen verhindert (Scheel et al., 1997; Jackson and
Casanova, 2000; Ritzenthaler et al., 2002; Renault et al., 2003). Des Weiteren bewirkt BFA
sowohl in tierischen als auch in pflanzlichen Zellen die Resorption der Golgi-Zisternen und der
Golgienzyme in das ER (Lippincott-Schwartz et al., 1989; Boevink et al., 1998; Ritzenthaler et
al., 2002), was aufgrund einer Umverteilung und Anreicherung von SNARE-Proteinen und ei-
ner darauthin unspezifischen Fusion von ER und Golgimembranen zu erkldren ist (Nebenfuhr et
al., 2002). Dieser Effekt trifft auf die cis und medianen Zisternen des Golgi-Apparates zu, nicht
aber auf den trans-Golgi und das Transgolginetzwerk (TGN). Diese 16sen sich, vesikulieren und
aggregieren mit endosomalen Membranen, das als BFA-Kompartiment bezeichnet wird
(Lippincott-Schwartz et al., 1989; Wood et al., 1991; Satiat-Jeunemaitre, 1992; Boevink et al.,
1998).

Nach Elektroporation der Tabak-Protoplasten mit 5 ng YFP-LeBetl kodierenden Plasmids
(pJB33) wurden diese zunichst nach 15 Stunden Inkubation am CLSM untersucht. In der Teil-
abbildung 2.9 A sind Strukturen als punktférmige Fluoreszenzsignale mit einer Gréfe von un-
gefdhr 0,5 — 0,8 um zu erkennen. Weitere Studien zeigten, dass die Fluoreszenzsignale mobil
sind. AnschlieBend wurden die Protoplasten fiir 2 Stunden mit 10 ug/ml BFA behandelt. Diese
Dosis wurde bereits erfolgreich an verschiedenen Tabakzellen getestet (Ritzenthaler et al., 2002;
Langhans et al., 2007).

In Abbildung 2.9 B und C ist der Effekt von BFA auf die Lokalisation des YFP-LeBetl Signals
dargestellt. Es konnten zwei Effekte beobachtet werden. In beiden Aufnahmen ist eine klare
Umverteilung des YFP-Signals in das ER zu beobachten, was darauf hindeutet, dass YFP-
LeBet] tatsdchlich am Golgi-Apparat lokalisiert ist. Allerdings sind in Abbildung 2.9 B aufler-
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dem noch groflere punktformige YFP-Signale zu beobachten. Dieses sind mobile Strukturen
und stellen hochstwahrscheinlich Akkumulationen mehrerer Golgi-Apparate dar (durch Pfeile
gekennzeichnet). In Abbildung 2.9 C hingegen ist das YFP-Signal hauptséchlich auf tubulére
Strukturen des ER-Netzwerks und auf kleine punktférmige Strukturen entlang des ERs be-
schrinkt.

Als Kontrolle der Umverteilung von Golgi lokalisierten Proteinen nach BFA-Behandlung in
Tabak-Protoplasten wurden diese mit ManI-RFP codierender Plasmid-DNA elektroporiert, 15
Stunden inkubiert und ebenfalls fiir 2 Stunden mit 10 pg/ml BFA behandelt. Das punktformige
RFP-Signal des cis-Golgi-Markers verschwindet nach der Behandlung mit BFA vollstandig und
reichert sich im ER an (Abb. 2.9 D — F).

YFP-LeBet1 YFP-LeBet1 + BFA | C YFP-LeBet1 + BFA

Manl-GFP + BFA | F Manl-GFP + BFA

Abb. 2.9: Lokalisierung von YFP-LeBetl in Tabak-Protoplasten. Die transformierten Protoplasten wur-
den nach 15 h Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Es wurden jeweils 5 pg Plasmid DNA einge-
setzt. A Einzelbildaufnahme einer Ebene des Protoplasten, transformiert mit YFP-LeBetl nach 15h
Inkubation. B und C stellen Aufnahmen einer Ebene zweier Protoplasten, transformiert mit 5 ug
YFP-LeBetl Plasmid, dar. Nach 15 h Inkubation wurde 10 ug/ml BFA zugegeben und bis zu 2 h inku-
biert. Das YFP-Signal in (A) — (C) ist gelb dargestellt. D Aufnahme einer Ebene des Protoplasten, trans-
formiert mit 5 pg Manl-GFP Plasmid-DNA nach 15 h Inkubation. E und F Zugabe von 10 pg/ml BFA.
Protoplasten wurden mit 5 pg Manl-RFP Plasmid-DNA elektroporiert, 15 h inkubiert und fiir 2 h mit
BFA versetzt. Das GFP-Signal in (D) — (F) ist griin dargestellt.
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2.3.3. Gewebeabhéangigkeit der Expression von LeBetl

Es wurden weitere Kolokalisierungsstudien von YFP-LeBet]l mit dem Golgi-Marker ManlI-RFP
in Tabak BY-2 Wurzelzellsuspensionskulturen durchgefiihrt. Diese wurden mittels Partikelbe-
schuss mit jeweils 2,5 pg Plasmid-DNA transfiziert, 15 Stunden bei 25°C im Dunkeln inkubiert
und anschliefend am CLSM untersucht. Auch hier waren beide Markierungen als punktformige
Strukturen zu detektieren (Abb. 2.10). Zusitzliche Zeitautnhahmen zeigten, dass die Fluores-
zenzsignale mobil sind (Daten nicht gezeigt). Die Lokalisierung des Golgi-Markers wurde
durch die Koexpression des YFP-LeBetl1 nicht beeintrachtigt. Das Overlay beider Signale zeigt
eine komplette Kolokalisierung des Golgi-Markers Manl-RFP mit dem SNARE-Protein
YFP-LeBetl (Abb. 2.10 C und D).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die transiente Uberexpression von YFP-LeBetl so-
wohl in Mesophyll-Protoplasten als auch in Wurzelsuspensionszellen keinen Einfluss auf den
Transportweg vom ER zum Golgi hat und dass das SNARE-Protein LeBetl hochstwahrschein-

lich am cis-Golgi lokalisiert ist.

YFP-LeBet1 Manl-RFP

YFP-LeBet1 + Manl-RFP |8 YFP-LeBet1 + Manl-RFP

e
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Abb. 2.10: Transiente Koexpression von YFP-LeBetl und Manl-RFP in Tabak Wurzelzellsuspensions-
kulturen (BY-2). Die transformierten BY-2 Zellen wurden nach 15 h Expression bei 25°C am CLSM
untersucht. Es wurden jeweils 2,5 ug Plasmid DNA von YFP-LeBetl und Manl-RFP eingesetzt. Das
YFP-Signal ist griin (A), das RFP-Signal rot (B) dargestellt. Einzelbildaufnahmen einer Ebene der BY-2
Zelle von YFP-LeBetl (A), ManI-RFP (B), dem Overlay von YFP-LeBetl und ManI-RFP (C) und dem
Overlay von YFP-LeBetl und ManI-RFP mit Durchlicht.
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2.4. Die Uberexpression des R-SNAREs LeSec22 zeigt keinen
Effekt auf den sekretorischen Weg

Lokalisierungsstudien von Uemura et al. (2004) in Protoplasten von A. thaliana Zellsuspensi-
onskulturen und Chatre et al. (2005) in Epidermiszellen von Tabakbléttern zeigten, dass sich das
Signal des Fluoreszenz getaggten AtSec22 sowohl im ER als auch am cis-Golgi befindet. In
transienten Uberexpressionsstudien in Tabak-Epidermiszellen wurde festgestellt, dass bei
Koexpression von AtSec22 mit einem Golgi-Marker dieser in das ER kollabiert (Chatre et al.,
2005). Diese Ergebnisse basieren ausschlieBlich auf mikroskopischen Studien. In dieser Arbeit
wurde der Einfluss der Uberproduktion von LeSec22 und dessen Mutanten LeSec22ATMD und
LeSec22AN mittels transienter Genexpressionsstudien in Tabakprotoplasten untersucht und
quantitativ bestimmt. Zusétzlich zu diesen funktionellen Studien wurden zur genauen Lokalisie-
rung von LeSec22 sowohl Tabak-Protoplasten als auch BY-2 Zellsuspensionskulturen mit

YFP-LeSec22 transfiziert.

2.4.1. Funktionsnachweis mittels quantitativen Enzymtests

Zur quantitativen Analyse der Sekretion von o-Amylase wurden eine konstante Menge an
a-Amylase kodierenden Plasmids sowie steigende Konzentrationen von 1-20 pg des
HA-LeSec22 kodierenden Plasmids in Tabak-Protoplasten koelektroporiert. Eine Transfektion
der Protoplasten mit dem a-Amylase kodierenden Plasmid alleine diente als Kontrolle. Nach
der Elektroporation wurden die Protoplasten 24 h bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Die
a-Amylase-Aktivititen des Kulturmediums und der Zellen wurden anschlieend analysiert und
photometrisch bestimmt. Alle Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehler-
balken entspricht der Mittelwertabweichung dreier unabhingiger Versuche. Zur Uberpriifung
der Expression von HA-LeSec22 wurden zusétzlich Western-Blot-Analysen der Protoplasten
mit dem monoklonalen anti-HA Antikérper durchgefiihrt.

Wie die Abbildung 2.11 A zeigt, hat die Koexpression von HA-LeSec22 keinen Effekt auf die
Sekretion der a-Amylase. Anhand des Western-Blots kann man erkennen, dass das Protein in
hohem MalBe exprimiert wurde, was aber keinen Einfluss auf den COPII abhéngigen Transport
vom ER zum Golgi nimmt. Die Aktivitit der a-Amylase im Kulturmedium und in den Zellen
bleibt ebenfalls konstant (Abb. 2.11 B), was darauf hindeutet, dass selbst bei hoher Expressions-
rate des R-SNAREs der Metabolismus der Zelle nicht beeintrachtigt wird.
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Abb. 2.11: Einfluss von HA-LeSec22 auf die Sekretion von o-Amylase (A) bzw. Aktivitit von
o-Amylase in Kulturmedium und Zellen bei Kotransformation von HA-LeSec22 (B). Transiente
Genexpression von je 5 pg des a-Amylase kodierenden Plasmids ohne das HA-LeSec22 kodierende
Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séulel). In den folgenden Séulen ist der Sekretionsindex (A) bzw.
die Aktivitét (B) von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 pg, 5 pg, 10 ug und 20 pg HA-LeSec22
Plasmid DNA gezeigt (Sdule 2-6). Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und
die a-Amylase Sekretion durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Messung
bestimmt. Die Western-Blot-Analyse mit dem monoklonalen anti-HA Antikdrper dokumentiert die
Expression des Proteins HA-LeSec22 (A). Die a-Amylase Aktivitdt des Mediums ist durch graue Saulen,
die a-Amylase Aktivitéit in den Zellen durch weiBe Sdulen dargestellt (B).

Da der N-terminalen Longin-Domine regulatorische Funktionen zugesprochen werden, wurden
transiente Koexpressionen mit der N-terminalen Deletionsmutante HA-LeSec22AN durchge-
fiihrt. Zusédtzlich wurde der Einfluss der cytosolischen Domine von LeSec22 auf die Sekretion
von a-Amylase untersucht. Beide Experimente wurden wie bereits erldutert unter gleichen Be-
dingungen durchgefiihrt. Auch hier wurden alle Messungen als Doppelproben ausgefiihrt und
das Experiment jeweils dreimal wiederholt. Die a-Amylase Sekretion ist auch bei Expression

dieser Deletionsmutanten nicht beeinflusst (Abb. 2.12 A und B).
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Abb. 2.12: Einfluss von HA-LeSec22ATMD (A) und HA-LeSec22AN (B) auf die Sekretion von
a-Amylase. Transiente Genexpression von je 5 ug des o-Amylase kodierenden Plasmids ohne das
HA-LeSec22ATMD bzw. HA-LeSec22AN kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séulel). In
den folgenden Saulen ist der Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression von 1 ug, 2 ug, 5 ug,
10 pg und 20 pg LeSec22ATMD bzw. HA-LeSec22AN Plasmid DNA gezeigt (Séule 2-6). Zellen und
Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und die a-Amylase-Sekretion durch eine enzymati-
sche Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt. Die Western-Blot-Analysen
mit dem monoklonalen anti-HA Antikérper dokumentieren die Expression der Proteine
HA-LeSec22ATMD (A) und HA-LeSec22AN (B).

Alle drei HA-LeSec22 Fusionsproteine haben keinen Einfluss auf die Sekretion des Reporter-
proteins a-Amylase. Um auszuschlieBen, dass das HA-Epitop die Funktionalitdt des SNARE-
Proteins LeSec22 negativ beeinflusst, wurden transiente Expressionsstudien mit dem Wildtyp-
Protein LeSec22 (wt LeSec22) unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Da dieses
SNARE-Protein sowohl im anterograden als auch im retrograden Transport zwischen dem ER
und dem Golgi-Apparat agiert, wurde a-AmylaseHDEL als Reporter eingesetzt. Dieses Protein
eignet sich sehr gut als Reporter des retrograden COPI-abhéngigen Transports, da es sowohl
dem anterograden als auch dem retrograden Transportweg zwischen dem ER und dem cis-Golgi
folgt (Pimpl et al., 2000; Phillipson et al., 2001). Es zykliert demnach zwischen dem ER und
dem Golgi-Apparat. Bei einer hohen Expressionsrate von a-AmylasesHDEL kommt es zu einer
Séttigung des HDEL-Rezeptors am Cis-Golgi und somit wird ein geringer Teil von a-
AmylaseHDEL ins Medium sekretiert. Der Anteil an sekretiertem a-AmylaseHDEL ist aller-
dings um ein Vielfaches geringer als der Anteil an sekretierter a-Amylase (Phillipson et al.,
2001).

Alle Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mit-
telwertabweichung dreier unabhingiger Versuche. Der Sekretionsindex von a-Amylase bei
Uberexpression von wt LeSec22 ist in Abbildung 2.13 A und der Sekretionsindex von

a-AmylaseHDEL in Abbildung 2.13 B dargestellt.
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Abb. 2.13: Einfluss von wt LeSec22 auf die Sekretion von a-Amylase (A) und a-AmylassHDEL (B).
Transiente Genexpression von je 5 pg des a-Amylase bzw. a-AmylaseHDEL kodierenden Plasmids ohne
das wt LeSec22 kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (siche jeweils Séule 1). In den folgenden
Séaulen ist jeweils der Sekretionsindex von a-Amylase (A) bzw. a-AmylaseHDEL (B) bei Koexpression
von 1 pug, 2 pg, 10 pg und 20 pg wt LeSec22 Plasmid DNA gezeigt (siche jeweils Saule 2-5). Zellen und
Medium wurden nach 24 h Expression geerntet und die Aktivitit der a-Amylase durch eine enzymatische
Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt.

Die Sekretion sowohl von a-Amylase als Reporter fiir den COPII-abhingigen Transport, als
auch a-AmylaseHDEL als Reporter des retrograden Transports zwischen dem ER und dem
Golgi-Apparat wird bei Koexpression des R-SNAREs LeSec22 nicht beeinflusst. Selbst bei
Einsatz hoher Mengen an Plasmid-DNA (20 pg) bleibt die Sekretion beider Reporterproteine
konstant. Es ist kein dosisabhéngiger Effekt zu beobachten (Abb. 2.13 A und B).

2.4.2. Lokalisierungsstudien von LeSec22 am CLSM

Das YFP-LeSec22 codierende Plasmid pJB32 wurde fiir die transienten Expressionsstudien zur
Lokalisation in Tabak-Protoplasten verwendet. Wie in Abbildung 2.14 dargestellt, verdnderte
auch die Expression des Fusionsproteins YFP-LeSec22 in Tabak-Protoplasten die Sekretionsra-
te von a-Amylase nicht. Die Fusion des YFP-Proteins an den N-Terminus von LeSec22 fiihrt
daher nicht zu einem Funktionsverlust des SNAREs. Auch in diesem Versuch wurden alle Mes-
sungen als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittelwertabweichung
zweier unabhingiger Versuche. Die Western-Blot-Analyse mit dem polyklonalen anti-GFP
Antikorper gegen das 52 kDa Fusionsprotein YFP-LeSec22 zeigt eine klare dosisabhéngige
Expression des SNARE-Proteins (Abb. 2.14). Da das Fusionsprotein YFP-LeSec22 keinen
funktionellen Verlust aufweist, konnte dieses fiir Lokalisierungsstudien in Tabak-Protoplasten

und BY-2 Suspensionszellen am Konfokalmikroskop verwendet werden.
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Expression des Fusionsproteins YFP-LeSec22.

Die Protoplasten wurden jeweils mit 5 ug Plasmid-DNA elektroporiert und 7 — 15 Stunden bei
25°C inkubiert. In den Abbildungen 2.15 A, D und G ist zu erkennen, dass das Fluoreszenzsig-
nal je nach ,steady state” als punktformige und tubuldre Strukturen auftritt. Die Protoplasten
wurden nach 7 Stunden (Abb. 2.15 D) und nach 15 Stunden (Abb. 2.15 A und G) Inkubation am
CLSM untersucht. Die Expression von YFP-LeSec22 bleibt auch bei langerer Inkubationszeit
stets auf die punktformigen und tubuldren Strukturen beschriankt. Diese Strukturen stellen
hochstwahrscheinlich den Golgi-Apparat und das ER dar. Um zu beweisen, dass die punktfor-
migen Strukturen eine Markierung des Golgi-Apparates darstellen, wurden die Protoplasten 15
Stunden nach Elektroporation fiir weitere 2 Stunden mit 10 pg/ml BFA behandelt. In Abbildung
2.15 B und C ist der Effekt von BFA auf die Lokalisation des YFP-LeSec22 Signals in zwei
verschiedenen Tabak-Protoplasten dargestellt. Die punktformigen Strukturen verschwinden
nach BFA-Behandlung vollstindig und das YFP-Signal ist ausschlieBlich im ER lokalisiert.
Aufgrund dieser Ergebnisse kann man annehmen, dass YFP-LeSec22 am Golgi-Apparat und im
ER lokalisiert ist.

Um die Lokalisation von YFP-LeSec22 am Golgi und im ER-Netzwerk zu bestétigen, wurden
Koexpressionsstudien von YFP-LeSec22 mit dem cis-Golgi-Marker ManI-RFP (Yang et al.,
2005) und dem ER-Marker GFP-HDEL (Brandizzi et al., 2003) in Tabak-Protoplasten durchge-
fiihrt (Abb. 2.15 D — F und G - I). Das R-SNARE YFP-LeSec22 kolokalisiert sowohl mit dem
Golgi-Marker ManI-RFP (Abb. 2.15 D — F) als auch mit dem ER-Marker GFP-HDEL (Abb.
2.15 G — I). Die Lokalisierung beider Marker wird bei Koexpression mit YFP-LeSec22 nicht
beeinflusst. Die Verteilung von LeSec22 zwischen dem ER und Golgi ist in jeder Zelle je nach
physiologischem Zustand unterschiedlich, was sich zum Beispiel in den beiden Aufnahmen in
Abbildung 2.15 D und G gut vergleichen ldsst. In Abbildung 2.15 G ist das SNARE-Protein
hauptsichlich im ER lokalisiert, wohingegen in Abbildung 2.15 D das Signal von YFP-LeSec22
gleichméflig im ER und dem Golgi-Apparat verteilt ist. Beide Lokalisierungszustinde lassen

sich mit den Ergebnissen von Uemura et al. (2004) und Chatre et al. (2005) vereinbaren. Aller-
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dings fiihrte die Expression von LeSec22 in Tabak-Protoplasten nicht zu einer Umverteilung
des Golgi-Markers in das ER, wie es von Chatre et al. (2005) dargestellt wurde. Die konfokalen
Daten dieser Arbeit lassen sich aber eindeutig mittels der quantitativen Enzymtests (Kap. 2.4.1)

belegen.

YFP-LeSec22 YFP-LeSec22 + BFA | C YFP-LeSec22 + BFA

——
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YFP-LeSec22 Manl-RFP | F YFP-LeSec22 + Manl-RFP

YFP-LeSec22 YFP-LeSec22 + GFP-HDEL
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Abb. 2.15: Intrazelluldre Lokalisierung von YFP-LeSec22 in Tabak-Protoplasten. Die transformierten
Protoplasten wurden nach 7 - 15 h Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Es wurden jeweils 5 pug
Plasmid-DNA eingesetzt. A Aufnahme einer Ebene des Protoplasten, transformiert mit 5 pg
YFP-LeSec22 Plasmid-DNA nach 15 h Inkubation. B und C Zugabe von 10 pg/ml BFA. Protoplasten
wurden mit 5 pg YFP-LeSec22 Plasmid DNA elektroporiert, 15 h inkubiert und fiir 2 h mit BFA versetzt.
Es sind zwei verschiedene Protoplasten dargestellt. Das YFP-Signal in (A) — (C) ist gelb dargestellt.
D - F Einzelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplasten, kotransformiert mit YFP-LeSec22 (D) und
ManlI-RFP (E), nach 7 h Inkubation. Das Overlay von YFP-LeSec22 und ManI-RFP ist in (F) dargestellt.
Das YFP-Signal ist griin (D), das RFP-Signal rot (E) und der Merge gelb (F) dargestellt. G - | Aufnah-
men einer Ebene eines Protoplasten, kotransformiert mit YFP-LeSec22 (G) und GFP-HDEL (H), nach
15 h Inkubation. Das Overlay von YFP-LeSec22 und GFP-HDEL ist in (I) dargestellt. Das YFP-Signal ist
gelb (G), das GFP-Signal blau (H) und der Merge tiirkis (I) dargestellt.
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2.4.3. Gewebeabhangigkeit der Expression von LeSec22

Um sicherzustellen, dass diese Lokalisierung von LeSec22 nicht nur auf einen Pflanzenzelltyp
zutrifft, wurden Kolokalisierungen mit YFP-LeSec22 und dem Golgi-Marker ManI-RFP in
Wurzelzellsuspensionskulturen durchgefiihrt. Mittels Partikelbeschuss wurden Tabak BY-2
Zellen mit jeweils 2,5 pg Plasmid DNA transfiziert, 15 Stunden bei 25°C im Dunkeln inkubiert
und anschlieBend am CLSM untersucht. Das YFP-Signal des SNARESs ist auch hier in beiden
Kompartimenten, dem ER und Golgi, zu beobachten. Die mobilen punktférmigen YFP-Signale
kolokalisieren mit dem RFP-Signal des Golgi-Markers. Die Lokalisierung des Golgi-Markers ist
durch die Koexpression mit YFP-LeSec22 nicht beeintrichtigt (Abb. 2.16 C und D). Diese Er-
gebnisse deuten darauf hin, dass die transiente Uberexpression von YFP-LeSec22 sowohl in
Mesophyll-Protoplasten als auch in Wurzelsuspensionszellen keinen Einfluss auf den Trans-
portweg vom ER zum Golgi-Apparat hat und dass das SNARE-Protein LeSec22 am
cis-Golgi und im ER lokalisiert ist.

YFP-LeSec22 3 Manl-RFP

YFP-LeSec22 + Manl-RFP

Abb. 2.16: Transiente Koexpression von YFP-LeSec22 und Manl-RFP in Tabak Wurzelzellsuspensions-
kulturen (BY-2). Die transformierten BY-2 Zellen wurden nach 15 h Expression bei 25°C am CLSM
untersucht. Es wurden jeweils 2,5 pg Plasmid-DNA von YFP-LeSec22 und Manl-RFP eingesetzt. Das
YFP-Signal ist griin (A), das RFP-Signal rot (B) dargestellt. Einzelbildaufnahmen einer Ebene der BY-2
Zelle von YFP-LeSec22 (A), Manl-RFP (B), des Overlays von YFP-LeSec22 und Manl-RFP (C) und des
Overlays von YFP-LeSec22 und ManI-RFP mit Durchlicht.
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2.5. Die Uberexpression des ,,light chain“ SNAREs LeBos1 zeigt
einen inhibitorischen Effekt auf den sekretorischen Weg

In Protoplasten von A. thaliana Zellsuspensionskulturen wurde das homologe Qb-SNARE-
Protein AtMEMBI11 aus A. thaliana mittels Fluoreszenzstudien von Uemura et al. (2004) am
cis-Golgi lokalisiert. Die transiente Uberexpression von AtMEMBI11 in Epidermiszellen von
Tabak-Blattern fiihrte zum einen zur Retention der sekretorischen Form von YFP in das ER als
auch zum Kollaps des Golgi-Apparates in das ER, dargestellt mit Hilfe der Golgi-Marker
ERD2-CFP und ST-YFP (Chatre et al., 2005). In Hefen nimmt man an, dass das ,,light chain®
Qb-SNARE Boslp zusammen mit dem ,,heavy chain“ Qa-SNARE Sed5p und dem R-SNARE
Sec22p den trimeren t-SNARE Komplex am cis-Golgi ausbildet (Newman et al., 1990; Sacher
et al., 1997; Parlati et al., 2000). Um die Relevanz des Qb-SNAREs LeBosl aus L. esculentum
innerhalb des sekretorischen Wegs zu testen, wurde zundchst die Sekretion von a-Amylase
mittels transienter Koexpressionsstudien von a-Amylase und LeBos1 bzw. dessen cytosolischer
Mutante LeBos1ATMD in Tabak-Protoplasten untersucht. Zur Aufklarung der intrazelluldren
Lokalisierung von LeBos1, wurden sowohl Tabak-Mesophyll-Protoplasten als auch BY-2 Zell-

suspensionskulturen mit YFP-LeBos1 transfiziert und am CLSM untersucht.

2.5.1. Funktionsnachweis anhand quantitativer Enzymtests

Wie bereits beschrieben wurde zur quantitativen Analyse der Sekretion von o-Amylase eine
konstante Menge an o-Amylase kodierenden Plasmids sowie steigende Konzentrationen von
1-20 pg des HA-LeBosl bzw. des cytosolischen Derivats HA-LeBoslATMD kodierenden
Plasmids in Tabak-Protoplasten koelektroporiert. Als Kontrolle diente eine Transfektion der
Protoplasten mit dem a-Amylase kodierenden Plasmid alleine. Nach der Elektroporation wur-
den die Protoplasten 24 h bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Die a-Amylase-Aktivititen des Kul-
turmediums und der Zellen wurden anschliefend analysiert und photometrisch bestimmt. Alle
Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittel-
wertabweichung dreier unabhéngiger Versuche. Die Western-Blot-Analyse in Abbildung 2.17 A
mit dem monoklonalen anti-HA Antikdrper diente der Uberpriifung der Expression von
HA-LeBosl (28 kDa). Das SNARE-Protein konnte eindeutig nachgewiesen werden und zeigt
entsprechend dem Einsatz von Plasmid-DNA eine zunehmende Expression in den Protoplasten.

Der Sekretionsindex in Abbildung 2.17 A zeigt, dass die Sekretion des Reporterproteins
o-Amylase bei Koexpression mit dem SNARE-Protein HA-LeBos1 inhibiert wird. Diese Inhi-
bition ist dosisabhdngig, das heilit je mehr HA-LeBos1 Protein exprimiert wird desto niedriger
ist die Sekretion von a-Amylase. Der Vergleich der Aktivitdt von a-Amylase im Kulturmedium

und in den Zellen, wie in Abbildung 2.17 B dargestellt, zeigt eindeutig, das dass Absinken der
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Aktivitdt von a-Amylase im Medium mit dem Anstieg der a-Amylase-Aktivitit in den Zellen
korreliert. Bei Einsatz von 20 pg HA-LeBos1 codierenden Plasmid-DNA sinkt der Sekretions-
index von a-Amylase auf 35% ab. Die Aktivitdt von a-Amylase in den Zellen steigt um mehr
als die Hélfte vom Kontrollwert an, wohingegen die a-Amylase-Aktivitidt im Kulturmedium um
ein drittel absinkt.

Die Transmembrandomine dieses SNARE-Proteins scheint eine entscheidende funktionelle
Rolle zu spielen, da die Koexpression des cytosolischen Derivats, HA-LeBos1ATMD, keine
inhibitorische Wirkung auf die Sekretion der a-Amylase hat (Abb. 2.17 C). Selbst bei Einsatz

hoher Mengen an Plasmid-DNA bleibt der Sekretionsindex von a-Amylase konstant.
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Abb. 2.17: Einfluss von HA-LeBos1 (A) und HA-LeBos1ATMD (C) auf die Sekretion von a-Amylase
bzw. Aktivitidt von o-Amylase in Kulturmedium und Zellen bei Kotransformation von HA-LeBos1 (B)
und HA-LeBos1ATMD (D). Transiente Genexpression von je 5 pg des a-Amylase kodierenden Plasmids
ohne das HA-LeBos1 bzw. HA-LeBos]1ATMD kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séule 1).
In den folgenden S&ulen ist der Sekretionsindex (A) bzw. die Aktivitdt (B) von a-Amylase bei Koexpres-
sion von 1 pg, 2 ug, 5 pug, 10 pg und 20 ug HA-LeBosl Plasmid-DNA gezeigt (Sdule 2-6). In den Teil-
abbildungen C und D ist der Sekretionsindex (C) und die Aktivitit (D) von a-Amylase bei Koexpression
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von 1 pg, 2 ug, 10 ug und 20 pg HA-LeBosIATMD Plasmid-DNA dargestellt (Sdule 2-5). Zellen und
Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und die a.-Amylase Sekretion durch eine enzymati-
sche Reaktion und anschlieende photometrische Messung bestimmt. Die Western-Blot-Analyse mit dem
monoklonalen anti-HA Antikérper dokumentiert die Expression des Proteins HA-LeBosl (A). Die
oa-Amylase-Aktivitdt des Mediums ist durch graue Sédulen, die o-Amylase-Aktivitit in den Zellen durch
weile Sdulen dargestellt (B und D).

Um auch hier sicherzustellen, dass der Effekt nicht durch die Anwesenheit des HA-Epitops am
N-Terminus des Proteins verursacht wird, wurden transiente Expressionsstudien mit dem Wild-
typ-Protein LeBosl unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Des Weiteren wurde zur
Lokalisation des SNARE-Proteins ein YFP-Fusionsprotein (YFP-LeBos1) hergestellt, das eben-
falls auf seine Funktionalitdt mittels transienter Koexpressionsstudien getestet wurde. In diesen
Versuchen wurden alle Messungen jeweils als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken
entspricht der Mittelwertabweichung dreier unabhingiger Versuche. Die Western-Blot-Analyse
mit dem polyklonalen anti-GFP Antikdrper gegen das 55 kDa Fusionsprotein YFP-LeBos| zeigt
eine klare dosisabhéngige Expression des SNARE-Proteins (Abb. 2.18 B). Das Wildtyp-Protein
(wt LeBos1) zeigt eine dosisabhingige Inhibition der Sekretion der a-Amylase. Der Sekretions-
index von a-Amylase sinkt je mehr LeBosl kodierende Plasmid-DNA eingesetzt wurde. Bei
Einsatz von 20 pg Plasmid-DNA fillt der Sekretionsindex auf 14% des Kontrollwertes ab (Abb.
2.18 A). Der Einfluss des Fusionsproteins YFP-LeBos1 auf die Sekretionsrate von a-Amylase
ist vergleichbar mit dem des Wildtyp-Proteins LeBos1. Auch hier sinkt der Index auf ungeféhr
14% des Kontrollwertes ab, was in Abbildung 2.18 B dargestellt ist. Somit kann man anneh-
men, dass die Fusion des YFP-Proteins an den N-Terminus des SNARESs zu keinem Funktions-

verlust des Fusionsproteins im Vergleich zum Wildtyp-Protein LeBosl1 fiihrt.
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Abb. 2.18: Einfluss von wt LeBosl (A) und YFP-LeBosl1 (B) auf die Sekretion von a-Amylase. Tran-
siente Genexpression von je 5 ug des o-Amylase kodierenden Plasmids ohne das wt LeBosl bzw.
YFP-LeBosl kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Sdule 1). In den folgenden Séulen ist der
Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 pg, 10 pg und 20 pg wt LeBosl bzw.
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YFP-LeBos! Plasmid-DNA gezeigt (Sdule 2-5). Zellen und Medium wurden nach 24 h Expression geern-
tet und die Aktivitdt der a-Amylase durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische
Messung bestimmt. Die Western-Blot-Analyse mit dem polyklonalen anti-GFP Antikérper dokumentiert
die Expression des Fusionsproteins YFP-LeBosl (B).

2.5.2. Das Qb-SNARE LeBosl1 ist am Golgi-Apparat lokalisiert

Zur Lokalisierung von YFP-LeBosl1 in Tabak-Protoplasten wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA
des YFP-LeBosl codierenden Plasmids pJB31 fiir die Genexpression eingesetzt und 7 — 15
Stunden bei 25°C inkubiert. Bei Einsatz dieser Menge an Plasmid-DNA war die Inhibition der
Sekretion des Reporters a-Amylase bereits detektierbar (Abb. 2.18 B), flihrte aber nicht zu ei-
nem drastischen Absinken der Sekretion, sodass man davon ausgehen kann, dass das Transport-
system des Protoplasten noch iiberwiegend intakt war. Zur Uberpriifung der Lokalisierung von
YFP-LeBosl wurden Koexpressionen mit YFP-LeBosl und Manl-RFP kodierender Plasmid
DNA in Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. In Abbildung 2.19 A — C ist die Verteilung beider
Signale nach nur 7 Stunden Inkubation dargestellt. Das YFP-Signal weist eine punktformige
Verteilung auf (Abb. 2.19 A). Das RFP-Signal des Golgi-Markers ManI-RFP ist im Gegensatz
zur Kontrolle (Abb. 2.9 D) sowohl in tubuldren Strukturen des ERs als auch auf vergroBerte
punktformige Strukturen verteilt (Abb. 2.19 B). Wie in Abbildung 2.19 C zu erkennen, gibt es
eine gute Kolokalisation der vergrofierten punktformigen Strukturen zwischen YFP-LeBos1 und
dem Golgi-Marker. Es ist aber keine komplette Kolokalisierung der beiden punktférmigen Sig-
nale zu beobachten. Die weillen Pfeile in Abbildung 2.19 C deuten zusitzlich auf eine Einzel-
markierung des RFP-Signals hin. Vermutet wird, dass die Expression des SNARE-Proteins
teilweise zu einer Umverteilung des Golgi-Markers in die tubuldren Strukturen des ERs fiihrt,
was in Abbildung 2.19 B und C deutlich zu beobachten ist (weiler Pfeilkopf). Die Lokalisation
des Golgi-Markers Manl-RFP wird bereits bei Koexpression von geringen Mengen YFP-
LeBos1 beeintrachtigt, sodass der Golgi-Marker auch im ER und in Aggregaten zu beobachten
ist.

In Abbildung 2.19 D ist die Expression von YFP-LeBosl nach 15 Stunden Inkubation nach
Elektroporation dargestellt. Das punktformige YFP-Signal deutet auf eine punktformige Golgi-
Lokalisation hin. Nach Behandlung mit BFA fand eine Umverteilung des YFP-Signals in das
ER statt. Allerdings verschwanden die punktformigen YFP-Signale nicht komplett (Abb. 2.19 E
und F), sodass ein ER-Golgi-Muster entstand.
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YFP-LeBos1 ELIR S Ny YFP-LeBos1 + Manl-RFP

YFP-LeBos1 YFP-LeBos1 + BFA

Abb. 2.19: Intrazelluldre Lokalisierung von YFP-LeBosl in Tabak-Protoplasten. Die transformierten
Protoplasten wurden nach 7h (A — C) bzw. 15h (D — F) Expression bei 25°C am CLSM untersucht.
Es wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Einzelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplas-
ten, kotransformiert mit YFP-LeBosl (A) und ManI-RFP (B). Das Overlay von YFP-LeBosl und Manl-
RFP ist in (C) dargestellt. Das YFP-Signal ist griin (A), das RFP-Signal rot (B) und der Merge gelb (C)
dargestellt. D Aufnahme einer Ebene des Protoplasten, transformiert mit 2 pg YFP-LeBosl Plasmid-
DNA. E und F Zugabe von 10 pg/ml BFA. Protoplasten wurden mit 2 pg YFP-LeBosl Plasmid-DNA
elektroporiert, 15 h inkubiert und weitere 2 h mit BFA versetzt. Es sind zwei verschiedene Protoplasten
dargestellt. Das YFP-Signal in (D) — (F) ist gelb dargestellt.

2.5.3. Gewebeabhéangigkeit der Expression von LeBosl

Auch hier wurden weitere Lokalisierungsstudien mittels Partikelbeschuss in Tabak BY-2 Zell-
suspensionskulturzellen durchgefiihrt. Dazu wurden ebenfalls 2 pg YFP-LeBosl und ManI-RFP
kodierende Plasmid-DNA verwendet und die transfizierten BY-2 Zellen nach 15 Stunden Inku-
bation am CLSM untersucht (Abb. 2.20). Das YFP-Signal des SNARE-Proteins markiert mobi-
le punktformige Strukturen (Abb. 2.20 A), wohingegen das RFP-Signal des Golgi-Markers so-
wohl punktférmig, aber auch im ER zu beobachten ist (Abb. 2.20 B). Die punktformigen Struk-
turen des Manl-RFP sind teilweise mit dem YFP-LeBosl kolokalisiert (siche Pfeile in Abb.
2.20 C), aber ein grofler Teil des Golgi-Markers bleibt im ER zuriick. Zusammenfassend ist
festzustellen, dass das Qb-SNARE bei Uberexpression den Transport zwischen dem ER und
dem Golgi-Apparat beeinflusst.
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YFP-LeBos1 Manl-RFP

YFP-LeBos1 + Manl-RFP |'[)

Abb. 2.20: Transiente Koexpression von YFP-LeBos1 und ManI-RFP in Tabak Wurzelzellsuspensions-
kulturen (BY-2). Die transformierten BY-2 Zellen wurden nach 15 h Expression bei 25°C am CLSM
untersucht. Es wurden jeweils 2,5 pg Plasmid-DNA von YFP-LeBosl und Manl-RFP eingesetzt. Das
YFP-Signal ist griin (A), das RFP-Signal rot (B) und der Merge gelb (C) dargestellt. Einzelbildaufnahmen
einer Ebene der BY-2 Zelle von YFP-LeBosl (A), Manl-RFP (B), des Overlays von YFP-LeBosl und
ManlI-RFP (C) und des Overlays von YFP-LeBos1 und ManI-RFP mitsamt Durchlicht.

2.6. Die Uberexpression des Syntaxins LeSed5 zeigt einen
starken inhibitorischen Effekt auf den sekretorischen Weg

Ebenso wie in Hefen und Sdugern gehoren die Syntaxine zu den am meisten untersuchten
pflanzlichen SNARE-Proteinen. Die grofie cytosolische N-terminale Region dieser SNARE-
Proteine hat regulatorische Funktionen inne. Slyl, ein Vertreter der Sec1/Munc18 (SM) Protein-
familie, bindet an das konservierte N-terminale Peptid von SedSp bzw. Syntaxin 5 und stimu-
liert dadurch die Interaktion des SNAREs zur Ausbildung des trans-SNARE Komplexes am
cis-Golgi (Peng and Gallwitz, 2002; Yamaguchi et al., 2002). Auch die Transmembrandoméne
(TMD) der SNARE-Proteine scheint eine wichtige Rolle beim Fusionsprozess einzunehmen.
Wird diese ersetzt oder ein kurzer Peptid-Linker zwischen das SNARE-Motiv und die TMD
inseriert, kann der finale Schritt der Membranfusion blockiert oder negativ beeintrachtigt wer-
den (McNew et al., 1999; McNew et al., 2000). Die Uberproduktion von Sed5p in Hefen fiihrt
zur Inhibition des Zellwachstums und verlangsamt den ER-Golgi Transport sowohl anterograd

als auch retrograd (Hardwick and Pelham, 1992; Wooding and Pelham, 1998; McNew et al.,
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2000; Weinberger et al., 2005). Der Knockout des SNAREs in Hefen kann bis zur Letalitét fiih-
ren.

Um festzustellen, ob LeSed5 eine ebenso wichtige Rolle im ER-Golgi Transport einnimmt wie
zum Beispiel das homologe SedSp in Hefen wurden transiente Koexpressionen in
Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. Es wurde sowohl der Einfluss von LeSed5 als auch dessen
N- und C-terminaler Deletionsmutanten HA-LeSedSANT, HA-LeSedSATMD und
HA-LeSedSANTATMD (Abb. 2.3) auf die Sekretion von a-Amylase untersucht. Des Weiteren
wurden zur Lokalisierung des Syntaxins LeSed5 und dessen Deletionsmutanten transiente Ex-
pressionsstudien in Tabak-Protoplasten, BY-2 Suspensionszellen und Tabak-Epidermiszellen

durchgefiihrt.

2.6.1. Funktionsnachweis mittels quantitativem Enzymtest

2.6.1.1. Funktion der einzelnen Doméanen

Zur Uberpriifung der Funktion der verschiedenen Domiinen des Syntaxins, wie das N-terminale
Peptid (NT) und die Transmembrandoméne (TMD), wurden neben dem HA-LeSedS auch die
N- und C-terminalen Deletionskonstrukte HA-LeSed5ANT, HA-LeSed5SATMD und
HA-LeSed5SANTATMD verwendet (Abb. 2.3 D). Die quantitative Analyse der Sekretion von o-
Amylase wurde mit einer konstanten Menge a-Amylase kodierenden Plasmids sowie steigen-
den Konzentrationen von Plasmid-DNA durchgefiihrt. Als Kontrolle diente eine Transfektion
der Protoplasten mit dem a-Amylase kodierenden Plasmid alleine. AnschlieBend wurde jeweils
1-20 pg Plasmid-DNA koelektroporiert. Nach 24 h Inkubation bei 25°C wurden die
o-Amylase-Aktivititen des Kulturmediums und der Zellen analysiert und photometrisch be-
stimmt. Alle Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht
der Mittelwertabweichung vier unabhiingiger Versuche. Zur Uberpriifung der Expression von
HA-LeSed5, HA-LeSed5ANT, HA-LeSedSATMD und HA-LeSed5SANTATMD wurden
Western-Blot-Analysen der Protoplasten mit dem monoklonalen anti-HA Antikorper durchge-
fithrt (Abb. 2.21 A-D).

Die Expression von HA-LeSed5 ist hoch effektiv und zeigt eine starke dosisabhingige Inhibiti-
on der Sekretion von a-Amylase. Der Western-Blot bestétigt die ebenfalls dosisabhéngige Ex-
pression des 39 kDa Proteins. Bei Expression von 20 pg Plasmid-DNA sinkt der Sekretionsin-
dex auf ein drittel des Ausgangswertes ab (Abb. 2.21 A). Ebenfalls inhibitorisch auf die
a-Amylase-Sekretion wirkt die Uberexpression der Deletionsmutante, der N-terminal 40 Ami-
nosduren und somit die Slyl-Bindungsstelle fehlen (Abb. 2.21 B). Der inhibitorische Effekt
dieser Mutante erscheint sogar geringfiigig stirker, was man anhand der Expressionsrate des
Proteins (37 kDa) im Western-Blot erkldren kann. Die Mutante HA-LeSedANT wurde im Ver-
gleich zu HA-LeSed5 stirker exprimiert. Schon bei Expression von 1 pg HA-LeSedANT kodie-
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render Plasmid-DNA konnte das Protein im Western-Blot nachgewiesen werden, wohingegen
die Expression von HA-LeSed5 erst bei Einsatz von 5 pg Plasmid-DNA detektierbar war. Wie
in Abbildung 2.21 C und D dargestellt, wird die Sekretion von a-Amylase durch die Uberex-
pression beider cytosolischer Proteine, HA-LeSedSATMD und HA-LeSedSANTATMD, nicht
beeintridchtigt. Die Expressionsrate beider Proteine ist mit der von HA-LeSed5 vergleichbar,
wie man anhand der Western-Blot-Analysen in Abbildung 2.21 A, C und D erkennen kann.
Somit scheint die TMD eine wichtige Rolle im Fusionsprozess des SNARE-Proteins zu spielen.
Diese FEigenschaft besitzt auch das Syntaxin des Prévakuoliren Kompartiments (PVC) At-
SYP21 (Foresti et al., 2006), wohingegen das Plasmamembran Syntaxin NtSYP121 aus Tabak
dieses Charakteristikum nicht teilt (Geelen et al., 2002).
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Abb. 2.21: Einfluss von HA-LeSed5 (A), HA-LeSed5ANT (B), HA-LeSed5SATMD (C) und HA-
LeSedSANTATMD (D) auf die Sekretion von a-Amylase. Transiente Genexpression von je 5 pug des o-
Amylase kodierenden Plasmids ohne das HA-LeSedS, HA-LeSed5SANT, HA-LeSedSATMD bzw. HA-
LeSedSANTATMD kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séule 1). In den folgenden Saulen ist
der Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 ug, 5 ug, 10 pg und 20 ng HA-LeSedS
(A), HA-LeSed5SANT (B), HA-LeSedSATMD (C) bzw. HA-LeSedSANTATMD (D) Plasmid-DNA ge-
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zeigt (Séule 2-6). Zellen und Medium wurden nach 24 h Expression geerntet und die Aktivitit der a-
Amylase durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt. Die
Western-Blot-Analysen mit dem monoklonalen anti-HA Antikérper dokumentieren die Expression der
Proteine.

Die zusétzliche Darstellung der Aktivitit von a-Amylase im Kulturmedium und in den Zellen
bei Koexpression der einzelnen HA-LeSed5 Derivate (Abb. 2.22 A, C, E + G) zeigt den Effekt
der Umverteilung des Reporterproteins deutlich auf.

Nur bei Koexpression der beiden Membranproteine HA-LeSedS und HA-LeSed5ANT mit der
a-Amylase ist ein Anstieg der a-Amylase-Aktivitit in den Zellen (weile Sdulen) und ein Ab-
sinken der a-Amylase-Aktivitdt im Medium (graue Sdulen) zu beobachten (Abb. 2.22 A und C).
Anhand der Gesamtaktivititen in Abbildung 2.22 B, D, F und H Iésst sich feststellen, dass die
Syntheserate von a-Amylase bei Koexpression der cytosolischen Proteine HA-LeSed5SATMD
und HA-LeSedSANTATMD nicht beeintrachtigt wird, diese aber bei Expression der Membran-
proteine dosisabhingig reduziert wird. Bei Einsatz von 20 ug HA-LeSed5 und HA-LeSedSANT

kodierender Plasmid-DNA sinkt die Neusynthese von a-Amylase um ein Drittel ab.

Abb. 2.22: Einfluss von HA-LeSed5 (A), HA-LeSed5ANT (C), HA-LeSed5ATMD (E) und HA-
LeSedSANTATMD (G) auf die Aktivitdt von o-Amylase in Kulturmedium und Zellen bzw. die Gesamt-
aktivitdit von a-Amylase bei Kotransformation von HA-LeSedS (B), HA-LeSed5ANT (D), HA-
LeSed5SATMD (F) und HA-LeSedSANTATMD (H). Transiente Genexpression von je 5 pug des a-
Amylase kodierenden Plasmids ohne das HA-LeSedS, HA-LeSed5SANT, HA-LeSed5SATMD bzw. HA-
LeSedSANTATMD kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Sdule 1). In den folgenden Saulen ist
die Aktivitdt in Medium und Zellen bzw. die Gesamtaktivitidt von a-Amylase bei Koexpression von 1 ug,
2 ug, 5 ug, 10 ug und 20 ug HA-LeSed5 (A bzw. B), HA-LeSed5ANT (C bzw. D), HA-LeSed5SATMD
(E bzw. F) bzw. HA-LeSed5SANTATMD (G bzw. H) Plasmid-DNA gezeigt (Sdule 2-6). Zellen und Me-
dium wurden nach 24 h Expression geerntet und die Aktivitit der a-Amylase durch eine enzymatische
Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt. Die a-Amylase-Aktivitit des Mediums

ist durch graue Sdulen, die a-Amylase-Aktivitit in den Zellen durch weiBle Sdulen dargestellt (B, D, F
und H).
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2.6.1.2. Zeitabhangigkeit des inhibitorischen Effekts von LeSed5

Um festzustellen zu welchem Zeitpunkt der inhibitorische Effekt von HA-LeSed5 auf die Sek-
retion und die Neusynthese von oa-Amylase eintritt und ob diese beiden Effekte miteinander
korrelieren wurde die Sekretion des Reporterproteins mittels einer Zeitreihe untersucht. Dazu
wurde ein Teil der Tabak-Protoplasten mit dem a-Amylase kodierenden Plasmid alleine und der
andere Teil zusammen mit 5 pg des fiir HA-LeSed5 kodierenden Plasmids zur Genexpression
durch Elektroporation transfiziert. Wie in Abbildung 2.21 A dargestellt, sinkt die Sekretion von
a-Amylase bei Einsatz von 5 pg HA-LeSedS Plasmid-DNA nach 24 Stunden Inkubation bis zu
50 Prozent ab und die Neusynthese von a-Amylase wird um ein Drittel reduziert (Abb. 2.22 B).
Nach Inkubation von 0, 1, 2, 4, 8, 16 und 24 Stunden wurden Protoplasten sowie Kulturmedium
geerntet, die Aktivitdt der a-Amylase gemessen und die beiden Zeitkurven miteinander vergli-
chen.

Wie in Abbildung 2.23 dargestellt, tritt die Inhibition der Sekretion von a-Amylase bei Uberex-
pression von HA-LeSed5 bereits nach 1 Stunde Inkubation auf und setzt sich kontinuierlich fort.
Anfangs scheint dieser Effekt ausschlieBlich eine Konsequenz der Inhibition des sekretorischen
Weges im Protoplasten zu sein, da die Gesamtaktivitdt und damit die Synthese von a-Amylase
nicht reduziert wurde. Erst nach 4 Stunden Inkubation findet eine Reduktion der Gesamtaktivi-
tit bzw. Synthese von a-Amylase statt. Ab diesem Zeitpunkt wirkt sich die Uberproduktion des
SNARE:s toxisch auf die Protoplasten aus und die Inhibition der a-Amylase Sekretion ist so-
wohl auf die Blockade des sekretorischen Wegs als auch auf die Toxizitdt des SNAREs an sich
zuriickzufiihren. Uber den gesamten Zeitraum hinweg wurden Proben zur anschlieBenden Wes-
tern-Blot-Analyse entnommen und die Expression von HA-LeSed5 mit dem monoklonalen anti-
HA Antikdrper detektiert. Bis zu einer Inkubation von 16 Stunden erhoht sich die Expressions-
rate von HA-LeSed5 kontinuierlich, die Stiarke der Bande nimmt zu, aber anschlielend wird sie
wieder schwicher und die Expression des SNAREs nimmt drastisch ab (Abb. 2.23 A). Diese
Reduktion ist hochstwahrscheinlich auf die Toxizitit des SNARE-Proteins auf den Transport-
weg und damit zusammenhéngend auf den reduzierten Stoffwechsel der Protoplasten zuriickzu-
fiihren.

Um den inhibitorischen Effekt von LeSedS auf die Sekretion von 16slichen Proteinen im Allge-
meinen zu unterstreichen, wurde ein sekretorisches GFP als zusétzliches Reporterprotein ver-
wendet. Das sekretorische GFP (secGFP) wurde bereits erfolgreich als Reporterprotein des
sekretorischen Weges verwendet (Geelen et al., 2002; Brandizzi et al., 2003; Tyrrell et al.,
2007) und kann mit anti-GFP Antikorpern in einem Western-Blot sehr effizient detektiert wer-
den. Durch die Fusion des Signalpeptids von Sporamin an den N-terminus des GFP-Proteins
wird dieses in das ER geschleust und anschlieBend als 16sliches Protein mittels ,,bulk flow* {iber

den Golgi-Apparat und die Plasmamembran sekretiert (Brandizzi et al., 2003).
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Abb. 2.23: Einfluss von HA-LeSed5 auf die Sekretion (A oben, B oben) bzw. die de novo Synthese von
a-Amylase (A unten) sowie auf die Sekretion des sekretorischen GFP (secGFP) (B unten) in Tabak-
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Protoplasten iiber einen Zeitraum von 24 h. A Transiente Genexpression von je 5 ug des a-Amylase
kodierenden Plasmids alleine (weifle Sdulen) oder zusammen mit 5 ug HA-LeSed5 kodierenden Plasmids
(graue Sdulen) in Protoplasten. Vergleichend dargestellt ist der Sekretionsindex von a-Amylase (oben)
bzw. die Gesamtaktivitdt von o-Amylase in Medium und Zellen (unten) bei Expression mit und ohne
HA-LeSed5. Zellen und Kulturmedium wurden jeweils nach O h, 1 h, 2 h, 4 h, 8 h, 16 h und 24 h Expres-
sion geerntet und die a-Amylase Sekretion durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photo-
metrische Messung bestimmt. Die Western-Blot-Analyse mit dem monoklonalen anti-HA Antikorper
dokumentiert die Expression des Proteins HA-LeSed5 iiber den gesamten Zeitraum. B Vergleich der
Proteinverteilung der Reporterproteine a-Amylase (oben) und sekretorischen GFP (unten) in Kulturmedi-
um und Zellen mit und ohne Koexpression des Effektorproteins HA-LeSed5. Die Expression der Repor-
terproteine wurde mittels Western-Blot-Analysen mit den anti-Amylase bzw. anti-GFP Antikdrpern tiber-

priift und nachgewiesen.

In Abbildung 2.23 B ist der Verlauf der Sekretion sowohl der a.-Amylase als auch des sekretori-
schen GFP als Reporterprotein mit und ohne Einfluss des Effektorproteins HA-LeSedS mittels
Western-Blot dargestellt. Parallel zu den beiden Zeitreihen der Expression der a-Amylase mit
und ohne HA-LeSed5 (Abb. 2.23 A) wurden unter den gleichen Bedingungen ebenfalls zwei
Zeitreihen der Expression des secGFP mit und ohne HA-LeSed5 in Tabak-Protoplasten durch-
gefiihrt. Die Proteine im Kulturmedium wurden mittels Ammoniumsulfat-Féllung 10fach kon-
zentriert, sodass eine Detektion der Reporterproteine a-Amylase und secGFP gewdhrleistet
wurde. Die jeweiligen Medien- und Zellproben aller vier Zeitreihen wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und die a-Amylase bzw. das secGFP mit anti-a-Amylase bzw. anti-GFP Antikor-
pern nachgewiesen. Ohne den Effektor HA-LeSed5 sind die beiden Reporterproteine bereits
nach 4 Stunden im Medium zu detektieren, wohingegen bei Anwesenheit von HA-LeSedS die
Sekretion dieser Reporter verzogert wurde und weniger a-Amylase bzw. secGFP ins Medium
gelangt. Im Umkehrschluss konnte bei Koexpression von HA-LeSed5S mehr Reporterprotein in
den Zellen nachgewiesen werden, woraus man schlieBen kann, dass die Sekretion dieser Protei-

ne inhibiert wurde und diese somit in den Zellen angereichert wurden.

2.6.1.3. Einfluss des Wildtyp-Proteins LeSed5 auf den gekoppelten ER-
Golgi Transport

Um sicherzustellen, dass das HA-Epitop am N-Terminus von LeSed5 keinen Einfluss auf die
Funktionalitit des SNARE-Proteins hat, wurde das Wildtyp-Protein LeSed5 (wt LeSed5) tran-
sient in Tabak-Protoplasten exprimiert. Es wurden die gleichen Bedingungen wie bei der Ex-
pression von HA-LeSed5 gewihlt (vergleiche Abb. 2.21 A). Nach der Elektroporation wurden
die Protoplasten 24 h bei 25°C im Dunkeln inkubiert. Die a-Amylase-Aktivititen des Kultur-
mediums und der Zellen wurden anschlieBend analysiert und photometrisch bestimmt. Alle
Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittel-

wertabweichung dreier unabhingiger Versuche.
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Abb. 2.24: Einfluss von wt LeSed5 auf die Sekretion von a-Amylase (A) bzw. Aktivitdt von a-Amylase
in Kulturmedium und Zellen bei Kotransformation von wt LeSed5 (B). Transiente Genexpression von je
5 ug des a-Amylase kodierenden Plasmids ohne das wt LeSed5 kodierende Plasmid als Kontrolle der
Sekretion (Saule 1). In den folgenden Sdulen ist der Sekretionsindex (A) bzw. die Aktivitdt (B) von o-
Amylase bei Koexpression von 1 pg, 2 pug, 10 pg und 20 pg wt LeSed5 Plasmid DNA gezeigt (Sdule 2-
5). Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und die a-Amylase Sekretion durch
eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt. Die Western-Blot-
Analyse mit dem polyklonalen anti-AtSYP31 Antikérper dokumentiert die Expression des Wildtyp-
Proteins LeSed5 (A). Die a-Amylase-Aktivitdt des Mediums ist durch graue Saulen, die a-Amylase-
Aktivitdt in den Zellen durch weille Sdulen dargestellt (B).

Das Wildtyp-Protein LeSed5 wirkt sich stark inhibitorisch auf die Sekretion von a-Amylase aus
(Abb. 2.24 A). Auch hier ist es ein dosisabhidngiger Effekt. Bei ansteigender Menge des Effek-
tors LeSed5 sinkt die a-Amylase-Aktivitit im Medium kontinuierlich ab, gleichzeitig erhdht
sich die Aktivitit in den Zellen und ansteigende Mengen an a-Amylase werden in den Zellen
angereichert. Hohe Konzentrationen eingesetzter LeSed5 kodierender Plasmid-DNA (10 pg und
20 pg) fiithrt zu einer verminderten de novo Synthese von a-Amylase (Abb. 2.24 B). Die Ex-
pression des Syntaxins aus L. esculentum (38 kDa) lief3 sich mit dem Antikérper gegen das ho-
mologe AtSYP31 aus A. thaliana nachweisen (Abb. 2.24 A).

Es stellt sich nun die Frage bei welchem Schritt des sekretorischen Weges die Inhibition der
Sekretion von a-Amylase bei Koexpression von LeSed5 stattfindet. Der Transport vom ER zum
Golgi-Apparat und zuriick ist ein sehr sensibles System. Wird der anterograde Transport vom
ER zum Golgi inhibiert bricht auch der retrograde Transport vom Golgi zum ER zusammen,
wie bereits am Beispiel des AtSarl gezeigt werden konnte (Phillipson et al. 2001). Tritt die
Inhibition erst innerhalb des Golgi-Apparates (intra-Golgi) oder gar post-Golgi auf, so sollte der
retrograde Transport nur gering beeinflusst werden. Das Protein a-AmylaseHDEL eignet sich

sehr gut als Reporter des retrograden COPI-abhéngigen Transports, da es sowohl dem ante-
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rograden als auch dem retrograden Transportweg zwischen dem ER und dem cis-Golgi folgt
(Pimpl et al., 2000; Phillipson et al., 2001).

Unter gleichen Bedingungen wurden nun transiente Expressionsstudien mit dem Wildtyp-
Protein LeSed5 (wt LeSedS) und a-Amylase bzw. a-AmylaseHDEL als Reporter durchgefiihrt.
Alle Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mit-
telwertabweichung dreier unabhingiger Versuche. In Abbildung 2.25 ist der Sekretionsindex
von a-Amylase bei Uberexpression von wt LeSed5 durch graue Saulen und der Sekretionsindex
von a-AmylaseHDEL durch weifle Sdulen dargestellt. Die dazugehorige Skala des Sekretions-
indexes der a-Amylase ist links und die Skala des Sekretionsindexes von a-AmylaseHDEL ist

rechts im Diagramm dargestellt.
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Abb. 2.25: Einfluss von wt LeSed5 auf die Sekretion von a-Amylase und a-Amylase-HDEL bei
Kotransformation von wt LeSed5. Transiente Genexpression von 5 pug a-Amylase bzw. a-Amylase-
HDEL kodierenden Plasmids ohne das wt LeSedS kodierende Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séule
1). In den folgenden Siulen ist der Sekretionsindex von o-Amylase bzw. a-Amylase-HDEL bei
Koexpression von 1 pg, 2 pug, 10 pg und 20 pg wt LeSed5 Plasmid-DNA gezeigt (Saule 2-5). Zellen und
Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und die Sekretion von o-Amylase bzw. o-
Amylase-HDEL durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Messung be-

stimmt. Der Sekretionsindex von a-Amylase ist durch graue Saulen, der Sekretionsindex von a-Amylase-
HDEL durch weille Saulen dargestellt.

Das Syntaxin LeSed5 beeintrichtigt beide Reporterproteine in gleicher Weise. Die Sekretions-
indices beider Reporter zeigen eine starke dosisabgéngige Inhibition bei Koexpression von Le-
Sed5 (Abb. 2.25). Dieses Ergebnis bestitigt die Hypothese, dass die Uberproduktion von Le-
Sed5 den anterograden COPII-abhéngigen Transport vom ER zum Cis-Golgi inhibiert.

Der Vergleich der Aktivitit von sekretiertem a-AmylaseHDEL im Medium (graue Sdulen) und
der Aktivitit in der Zelle (weile Sédulen), wie in Abbildung 2.26 dargestellt, macht deutlich,
dass je mehr LeSed5 eingesetzt wird desto weniger a-AmylaseHDEL sekretiert wird. Aller-

dings findet hier keine Anreicherung von a-AmylaseHDEL in den Zellen statt. Zusammenfas-
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send kann man daraus schlieBen, dass die Uberproduktion des Syntaxins LeSed5 den ER-Golgi

Transport nach 24 Stunden Inkubation fast vollstindig zum Erliegen bringt.
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Abb. 2.26: Aktivitit von a-AmylaseHDEL in Kulturmedium und in den Zellen bei Kotransformation von
wt LeSedS5. Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und die a-Amylase Aktivi-
tit durch eine enzymatische Reaktion und anschlieende photometrische Messung bestimmt. Das erste
Saulenpaar dient als Positivkontrolle und zeigt die Aktivitdt von a-Amylase-HDEL nach Einsatz von
5 nug a-Amylase-HDEL Plasmid zur Transformation. In den folgenden S&ulenpaaren ist die Aktivitit von
a-Amylase-HDEL bei Koexpression von 1 pg, 2 pg, 10 pg und 20 pg wt LeSedS Plasmid-DNA gezeigt
(Séule 2-5). Die a-Amylase-Aktivitit des Mediums ist durch graue Sdulen, die a-Amylase-Aktivitét in

den Zellen durch weifle Siulen dargestellt.

2.6.2. Lokalisierungsstudien der LeSed5 Derivate

2.6.2.1. Funktionsnachweis der XFP-LeSed5-Fusionsproteine

Um Lokalisierungsstudien von LeSed5 und dessen Deletionsmutanten LeSed5SANT und Le-
Sed5SATMD am CLSM durchfiihren zu kénnen, wurde das Fluoreszenzprotein YFP {iber einen
kurzen unstrukturierten Peptidlinker an den jeweiligen N-Terminus fusioniert. Alle drei Fusi-
onsproteine wurden zunéchst auf ihre Funktionalitit mittels transienter Koexpressionsstudien in
Tabak-Protoplasten iiberpriift. Es wurden die gleichen Bedingungen gewéhlt wie bei den Ge-
nexpressionsstudien der HA-LeSed5 Konstrukte. Die Messungen wurden jeweils als Doppel-
proben durchgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mittelwertabweichung dreier unab-
héngiger Versuche. Die dosisabhéngige Expression aller drei YFP-Fusionsproteine in den Ta-
bak-Protoplasten konnte mit Hilfe des polyklonalen anti-GFP Antikorpers nachgewiesen wer-
den (Abb. 2.27 A - C).

Die Abbildung 2.27 zeigt, dass der N-terminale YFP-Tag die Funktion der Proteine nicht beein-
flusst. Die beiden Fusionsproteine YFP-LeSedS und YFP-LeSedSANT inhibieren die Sekretion
von a-Amylase in gleicher Weise wie die HA-Fusionsproteine (Abb. 2.21 A und B) und das
Wildtyp-Protein LeSed5 (Abb. 2.24 A). Die Koexpression des cytosolischen Deletionsproteins
YFP-LeSed5SATMD fiihrt lediglich zu einer schwécheren Sekretionsrate von a-Amylase, wel-
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che aber nicht dosisabhéingig ist und daher die de novo Synthese von a-Amylase allgemein
verlangsamt. Da aber kein Unterschied der o-Amylase-Sekretion bei Einsatz von 1 pug oder
20 pg Plasmid DNA zu erkennen ist, kann man hier einen inhibitorischen Effekt auf den sekre-

torischen Weg ausschlie3en.
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Abb. 2.27: Einfluss von YFP-LeSed5 (A), YFP-LeSed5ANT (B) und YFP-LeSed5ATMD (C) auf die
Sekretion von a-Amylase. Transiente Genexpression von je 5 ug des a-Amylase kodierenden Plasmids
ohne das YFP-LeSed5, YFP-LeSed5ANT und YFP-LeSed5ATMD kodierende Plasmid als Kontrolle der
Sekretion (Sdule 1). In den folgenden Siulen ist der Sekretionsindex von a-Amylase bei Koexpression
von 1 ug, 2 pug, 10 pg und 20 pg YFP-LeSedS, YFP-LeSed5SANT und YFP-LeSedSATMD Plasmid-DNA
gezeigt (Sdule 2-5). Zellen und Medium wurden nach 24 h Expression geerntet und die Aktivitit der o-
Amylase durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Messung bestimmt. Die
Western-Blot-Analysen mit dem polyklonalen anti-GFP Antikérper dokumentieren die Expression der
Fusionsproteine YFP-LeSedS (A), YFP-LeSedSANT (B) und YFP-LeSed5SATMD (C).
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2.6.2.2. Lokalisierungsstudien des Syntaxins in Tabak-Protoplasten

Zur Lokalisierung von LeSedS und dessen Deletionsmutanten LeSedSANT und LeSedSATMD
in Tabak-Protoplasten wurden zunéchst transiente Koexpressionen der jeweiligen YFP-
Fusionsproteine mit dem Golgi-Marker ManI-RFP durchgefiihrt. Aufgrund der inhibitorischen
Wirkung von YFP-LeSed5 und YFP-LeSed5ANT auf den COPII-abhingigen Transport wurden
fir die Genexpression je 2 ug Plasmid-DNA von pJB21 (YFP-LeSedS), pJB29 (YFP-
LeSed5ANT) und pJB28 (YFP-LeSed5ATMD) eingesetzt und eine kurze Inkubationszeit ge-
wihlt. Bei Einsatz dieser Menge an Plasmid-DNA wird die Sekretion des Reporters a-Amylase
ungefidhr um ein Drittel verringert (Abb. 2.27 A und B). Die Protoplasten wurden daher jeweils
mit 2 ug Plasmid-DNA der YFP-LeSed5 codierenden Plasmide und mit 5 pg ManI-RFP kodie-
render Plasmid-DNA koelektroporiert, bis zu 7 Stunden bei 25°C inkubiert und anschlie3end
am CLSM untersucht (Abb. 2.28 A —1I).

Die Uberexpression von YFP-LeSedS als auch von YFP-LeSedSANT fiihrt bereits nach 7 Stun-
den Inkubation zur Lokalisation des Golgi-Markers in das ER (Abb. 2.28 A — F). Die YFP-
Signale des ,,full length* Proteins YFP-LeSed5 und der N-terminalen Deletionsmutante YFP-
LeSed5ANT sind punktformig und variieren in der Grofle zwischen 1 — 3 um. Diese Signale
sind eindeutig groBer als die typischen Signale des Golgi-Markers (Abb. 2.15 D). In weiteren
Zeitstudien mit Protoplasten konnte gezeigt werden, dass die grofen punktférmigen YFP-
Signale keine Mobilitdt aufweisen (Daten nicht gezeigt). Da das Signal von Manl-RFP nicht
mehr in den typischen Strukturen des Golgi-Apparates zu finden ist, kann man nicht feststellen,
ob diese grofBen punktférmigen YFP-Signale vergroBerte oder aggregierte Golgi-Zisternen dar-
stellen. Die Uberexpression der C-terminalen Deletionsmutante YFP-LeSedSATMD stellt ein
cytosolisches Signal dar und hat keinen Effekt auf das typisch punktierte Signal des Golgi-
Markers (Abb. 2.28 G — I). Diese Fluoreszenzdaten bestitigen die Ergebnisse der quantitativen

Enzymtests mit dem Reporterprotein a-Amylase.
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YFP-LeSed5 Manl-RFP | C YFP-LeSed5 + Manl-RFP

YFP-LeSedS5ANT | K Manl-RFP | F

YFP-LeSed5ATMD Manl-RFP YFP-LeSed5ATMD + Manl-RFP

Abb. 2.28: Intrazellulire Lokalisierung von YFP-LeSed5 (A), YFP-LeSed5ANT (D) und YFP-
LeSedSATMD (G) in Tabak-Protoplasten. Die transformierten Protoplasten wurden nach 7 h Expression
bei 25°C am CLSM untersucht. Es wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Einzelbildauf-
nahmen einer Ebene von Protoplasten, kotransformiert mit YFP-LeSed5 (A) und Manl-RFP (B). Das
Overlay von YFP-LeSedS und Manl-RFP ist in (C) dargestellt. D — F Aufnahmen einer Ebene eines Pro-
toplasten, kotransformiert mit YFP-LeSedSANT (D) und Manl-RFP (E). Der Merge von YFP-
LeSed5ANT und Manl-RFP ist in (F) abgebildet. G - | Einzelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplas-
ten, kotransformiert mit YFP-LeSedSATMD (G) und Manl-RFP (H). Das Overlay von YFP-
LeSedSATMD und ManI-RFP ist in (I) dargestellt. Das YFP-Signal ist jeweils griin (A, D und G), das
RFP-Signal rot (B, E und H) und der Merge gelb (C, F und I) dargestellt.
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2.6.2.3. N- und C-terminale XFP-Fusionen des LeSed5 SNARE-Proteins
zeigen unterschiedliche Effekte auf die Sekretion

In dieser Arbeit wurden bis dato alle durchgefiihrten Versuche mit HA- oder XFP-fusionierten
SNARE-Proteinen am N-Terminus durchgefiihrt. Viele funktionelle Studien {iber SNARE-
Proteine, die in Hefen (Rayner and Pelham, 1997; Wooding and Pelham, 1998; Burri et al.,
2003) und Saugern (Dascher and Balch, 1996; Nagahama et al., 1996) durchgefiihrt wurden,
verwendeten verschiedene Tags am N-Terminus der jeweiligen SNARE-Proteine. In diesen
Studien konnte kein Funktionsverlust aufgrund der Tags festgestellt werden. Aufgrund der Ar-
beiten von Chatre et al. (2005), bei denen das XFP-Protein jeweils an den C-Terminus der am
CLSM untersuchten SNARE-Proteine fusioniert wurde, erschien es von Noten quantitativ zu
testen, ob die Position des XFP-Proteins von Bedeutung ist. Daher wurden transiente Koexpres-
sionen von a-Amylase mit N- und C-terminalen GFP-Fusionsproteinen von LeSed5 in Tabak-

Protoplasten durchgefiihrt und die Sekretionsindices miteinander verglichen.
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Wie in Abbildung 2.29 A dargestellt, weist das C-terminale GFP-Fusionsprotein (LeSed5-GFP)
fast keinen Effekt auf die Sekretion von a-Amylase auf, auch wenn 30 pg Plasmid DNA einge-
setzt wurde. Die Western-Blot-Analysen mit dem anti-GFP Antikorper zeigen, dass die Expres-
sionsrate beider Fusionsproteine vergleichbar ist. Des Weiteren zeigt die Analyse der a-
Amylase Aktivitdten in Medium und Zellen (Abb. 2.29 B), dass das GFP-LeSed5 (N-terminal)
wie schon bereits beschrieben die de novo Synthese von a-Amylase dosisabhidngig reduziert,
wohingegen das LeSed5-GFP (C-terminal) kaum Einfluss auf die Synthese des Reporterproteins
nimmt. Dies legt nahe, dass das GFP-Protein am C-Terminus des SNAREs die Funktion des

Syntaxins stort.

2.6.2.4. Lokalisierungsstudien der C- und N-terminalen XFP-LeSed5-
Fusionsproteine

Um die Lokalisierung der beiden Fusionsproteine GFP-LeSed5 (N-terminal) und LeSed5-GFP
(C-terminal) miteinander zu vergleichen, wurden transiente Genexpressionen von beiden Kon-
strukten in Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. Es wurde dabei auch {iiberpriift ob die Expressi-
onsdauer einen Effekt auf die Lokalisation der beiden GFP-Fusionsproteine hat (Abb. 2.30). Die
Protoplasten wurden mit 2 ug GFP-LeSed5 codierender Plasmid-DNA (pJB12) oder mit 5 ug
LeSed5-GFP kodierender Plasmid-DNA (pJB13) elektroporiert und 7 Stunden (Abb. 2.30 A
und G), 15 Stunden (Abb. 2.30 B und H) bzw. 24 Stunden (Abb. 2.30 C und I) inkubiert. Bei
der Expression von LeSed5-GFP markiert das GFP-Signal jeweils punktférmige Strukturen, die
sich im Laufe der Expressionsdauer weder in Form, Grofle, Zahl oder Verteilung verdndern. Die
Expression von LeSed5-GFP bleibt iiber den ganzen Zeitraum konstant (Abb. 2.30 G — I). Um
zu lberpriifen ob dieses GFP-Signal am Golgi-Apparat lokalisiert ist, wurden die Protoplasten
nach 7 Stunden Inkubation nach Elektroporation fiir weitere 2 Stunden mit 10 pg/ml BFA be-
handelt. Diese Behandlung fiihrte zu einer teilweisen Umverteilung des GFP-Signals in das ER
(Abb. 2.30 J — L). Im Vergleich dazu fiihrte die Expression des N-terminalen Fusionsproteins
GFP-LeSed5 nur in Kurzzeitstudien (7 Stunden) zu einer gleichméBigen punktformigen Signal-
verteilung. Bei andauernder Expressionszeit kommt es zur Bildung von grofen Aggregaten des
GFP-Signals (Abb. 2.30 A — C). Die BFA-Behandlung der Protoplasten nach 7 Stunden Expres-
sion von GFP-LeSed5, wie in Abbildung 2.30 D — F dargestellt, beeinflusst nur leicht das GFP-
Signal. Es bilden sich vermehrt kleine Aggregationen (siche griine Pfeile), aber zu einer klaren

Umverteilung des Signals in das ER, wie im Falle von LeSed5-GFP, kam es nicht.
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Abb. 2.30: Vergleich der Expression von GFP-LeSed5 (A - F) und LeSed5-GFP (G - L) in Tabak-
Protoplasten. A - C Einzelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplasten, transformiert mit 2 ng GFP-
LeSed5 Plasmid-DNA. Die Protoplasten wurden nach 7 h (A), 15h (B) bzw. 24 h (C) Expression bei
25°C am CLSM untersucht. Das GFP-Signal ist blau dargestellt. D - F Behandlung der transformierten
Protoplasten mit BFA nach 7 h Expression. D Aufnahme einer Ebene des Protoplasten, transformiert mit
2 pg GFP-LeSed5 Plasmid-DNA. E und F Zugabe von 10 pg/ml BFA. Protoplasten wurden mit 2 pg
GFP-LeSed5 kodierender Plasmid-DNA elektroporiert, 7 h inkubiert und weitere 2 h mit BFA versetzt.
Das GFP-Signal in (D) — (F) ist griin dargestellt. G - | Aufnahmen einer Ebene von Protoplasten, trans-
formiert mit 5 pg LeSed5-GFP kodierender Plasmid-DNA. Die Protoplasten wurden nach 7 h (G), 15h
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(H) bzw. 24 h (I) Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Das GFP-Signal ist blau dargestellt. J — L
Behandlung der transformierten Protoplasten mit BFA nach 7 h Expression. J Aufnahme einer Ebene des
Protoplasten, transformiert mit 5 ng LeSed5-GFP kodierender Plasmid-DNA. K und L Zugabe von
10 pg/ml BFA. Protoplasten wurden mit 5 pg LeSed5-GFP kodierender Plasmid-DNA elektroporiert, 7 h
inkubiert und weitere 2 h mit BFA versetzt. Es sind zwei verschiedene Protoplasten dargestellt. Das GFP-
Signal in (J) — (L) ist griin dargestellt.

Um den Funktionsverlust des Fusionsproteins LeSed5-GFP im direkten Vergleich mit dem in-
hibitorischen Fusionsprotein YFP-LeSed5 visuell zu untersuchen, wurden beide in Tabak-
Protoplasten aus stabil transformierten Pflanzen, die den trans-Golgi-Marker ST-GFP oder ST-
RFP (Wee et al., 1998) konstitutiv exprimieren, transient exprimiert. Des Weiteren wurden
Koexpressionen der SNARE-Proteine und dem Plasmamembran-Marker RFP-TMD23
(Brandizzi et al., 2002) in Wildty-Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. Es wurden jeweils 2 pg
Plasmid-DNA der jeweiligen SNARE-Fusionsproteine fiir die Elektroporation der Tabak-
Protoplasten eingesetzt. Nach 15 Stunden Inkubation bei 25°C wurden die Protoplasten am
CLSM untersucht (Abb. 2.31 A-L).

Die Expression von YFP-LeSed5 verursachte eine Retention sowohl des konstitutiv exprimier-
ten Golgi-Markers ST-GFP als auch des transient exprimierten Plasmamembran-Markers RFP-
TMD23 in das ER-Netzwerk (Abb. 2.31 A — C bzw. D — F). Trotz des niedrigen Expressionsni-
veaus von YFP-LeSed5 in Abbildung 2.31 A ist das GFP-Signal des Golgi-Markers nur noch
sehr vereinzelt in punktférmigen Strukturen zu finden. Das RFP-Signal des Plasmamembran-
Markers kolokalisiert in den groBBen Aggregaten zusammen mit dem YFP-Signal des SNAREs,
ist aber hauptsédchlich in tubuldren Strukturen des ERs lokalisiert (Abb. 2.31 E und F). Bei Ex-
pression des C-terminalen Fusionsproteins LeSed5-GFP in konstitutiven ST-RFP exprimieren-
den Protoplasten erhdlt man eine schone Kolokalisierung beider Signale in punktférmigen
Strukturen (Abb. 2.31 G — I). Weitere Zeitaufnahmen zeigten, dass diese Strukturen hoch mobil
sind (Daten nicht gezeigt). Auch die Lokalisation des Plasmamembran-Markers RFP-TMD23
wurde bei Koexpression von LeSed5-GFP nicht beeinflusst; dieser konnte somit erfolgreich zur
Plasmamembran transportiert werden (Abb. 2.31 J — L). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass das Fusionsprotein LeSed5-GFP am Golgi-Apparat lokalisiert ist, aber durch die Fusion
des Fluoreszenzproteins an den C-Terminus seine Funktionalitit einbiiit. Aufgrund dieser Tat-
sache wurden alle weiteren Expressionsstudien mit den funktionellen N-terminalen Fusionspro-

teinen YFP- und GFP-LeSedS durchgefiihrt.
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Abb. 2.31: Expressionen von YFP-LeSed5 (A — F) und LeSed5-GFP (G — L) mit etablierten Marker-
Proteinen in Tabak-Protolasten. Die transformierten Protoplasten wurden nach 15 h Expression bei 25°C
am CLSM untersucht. Es wurden jeweils 2 ug Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Expression von YFP-
LeSed5 in stabil transformierten ST-GFP Protoplasten von N. tabacum. Einzelbildaufnahmen einer Ebene
eines konstitutiv exprimierenden Protoplasten (ST-GFP) (B), transformiert mit YFP-LeSed5 (A). Das
Overlay von YFP-LeSed5 und ST-GFP ist in (C) abgebildet. Das YFP-Signal ist gelb (A), das GFP-
Signal blau (B) und der Merge weill (C) dargestellt. D — F Aufnahmen einer Ebene eines Protoplasten
(wt), kotransformiert mit YFP-LeSed5 (D) und dem Plasmamembran-Marker RFP-TMD23 (E). Das
Overlay von YFP-LeSed5 und RFP-TMD23 ist in (F) abgebildet. Das YFP-Signal ist blau (D), das RFP-
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Signal rot (E) und der Merge weill (F) dargestellt. G - | Expression von LeSed5-GFP in stabil transfor-
mierten ST-RFP Protoplasten von N. tabacum. Einzelbildaufnahmen einer Ebene eines konstitutiv expri-
mierenden Protoplasten (ST-RFP) (H), transformiert mit LeSedS-GFP (G). Das Overlay von LeSed5-GFP
und ST-RFP ist in (I) abgebildet. Das GFP-Signal ist griin (G), das RFP-Signal rot (H) und der Merge
gelb (I) dargestellt. J — L Aufnahmen einer Ebene eines Protoplasten, kotransformiert mit LeSed5-GFP
(J) und dem Plasmamembran-Marker RFP-TMD23 (K). Das Overlay von LeSed5-GFP und RFP-TMD23
ist in (L) abgebildet. Das GFP-Signal ist blau (J), das RFP-Signal rot (K) und der Merge weil (L) darge-
stellt.

2.6.2.5. Einfluss von YFP-LeSed5 auf COPI- bzw. COPII- Frachtmolekule

Ein Reporterprotein fiir 16sliche Proteine des sekretorischen Wegs stellt das sekretorische GFP
(secGFP) dar. Ein weiteres Reporterprotein des retrograden ER-Golgi Transports, welches sich
fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie sehr gut eignet, ist das GFP-HDEL (Brandizzi et al., 2003).
Dieses Fluoreszenzprotein wird im ER und in der Kernhiille angereichert. Um den quantitativ
ermittelten inhibitorischen Effekt von LeSed5 auf die Sekretion 16slicher Proteine visuell darzu-
stellen, wurden Koexpressionen von YFP-LeSed5 mit den beiden GFP-Derivaten secGFP und
GFP-HDEL in Wildty-Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. Es wurden jeweils 2 ug DNA der fiir
YFP-LeSed5 und secGFP bzw. GFP-HDEL kodierenden Plasmide fiir die Elektroporation der
Tabak-Protoplasten eingesetzt. Nach 15 - 17 Stunden Inkubation bei 25°C wurden die Proto-
plasten am CLSM untersucht (Abb. 2.32 A - O und Abb. 2.33 A - O).

Die Expression von secGFP alleine resultierte in einer diffusen Verteilung des GFP-Signals, das
im Cytosol und im Kernplasma des Tabak-Protoplasten zu liegen scheint (Abb. 2.32 A — C).
Bereits in Arbeiten von Brandizzi et al. (2003) konnte diese Verteilung in Tabak-Protoplasten
beobachtet werden. Zusétzlich sind in den Protoplasten (Abb. 2.32 A und B) einzelne punkt-
formige Signale zu erkennen, welche hdchstwahrscheinlich den Golgi-Apparat markieren.
Teilweise kann man das GFP-Signal auch in Konturen des ER-Netzwerks und der Kernhiille
erkennen (Abb. 2.32 C). Die Diffusitit der Verteilung des GFP-Signals ist eine Folge der Auflo-
sungsgrenze (200 nm) des CLSM. Maogliche Vesikel (70 - 90 nm) in denen das secGFP trans-
portiert wird, erscheinen deshalb als zusammenhéngendes Signal und nicht als Einzelsignale im
Cytosol des Protoplasten. Das Signal des secGFPs ist in allen Kompartimenten des klassischen

sekretorischen Wegs, wie dem ER und dem Golgi-Apparat, gut zu detektieren (Abb. 2.32 C).
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Abb. 2.32: Koexpression von YFP-LeSed5 mit sekretorischem GFP (secGFP) als 16sliches Reporterpro-
tein des sekretorischen Wegs in Tabak-Protoplasten. Die transformierten Protoplasten wurden nach 15 h
Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Es wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Ein-
zelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplasten transformiert mit secGFP. Das GFP-Signal ist griin dar-
gestellt. D — O Aufnahmen einer Ebene von Protoplasten, jeweils kotransformiert mit YFP-LeSed5 (D, G,
J und M) und secGFP (E, H, K und N). Das Overlay von YFP-LeSedS und secGFP ist in F, I, L und O
abgebildet. Das YFP-Signal ist rot (D, G, J und M), das GFP-Signal griin (E, H, K und N) und der Merge
gelb (F, I, L und O) dargestellt.

Bei Koexpression von YFP-LeSed5 hingegen erscheint das Signal des sekretorischen Reporter-
proteins verstirkt sowohl im ER-Netzwerk, was in Abbildung 2.32 J — L besonders gut darge-
stellt ist, als auch in punktférmigen Strukturen und verschwindet fast ganz aus dem Cytosol. Die
punktformigen Signale des secGFPs sind mit denen von YFP-LeSed5 kolokalisiert, was vor
allem im Beispiel von Abbildung 2.32 D — F gut zu erkennen ist (gelbe Pfeile). Die Koexpressi-
on von YFP-LeSed5 verdnderte eindeutig das Verteilungsmuster von secGFP im Vergleich zur
Kontrolle und fiithrt zur Retention des GFP-Signals in die tubuldren Strukturen des ERs und der
Kernhiille und zur Kolokalisierung mit YFP-LeSed5 in punktformigen Strukturen (Abb. 2.32 A
-0).

Wie in Abbildung 2.33 dargestellt, scheint die Signalverteilung von GFP-HDEL bei Koexpres-
sion von YFP-LeSed5 hingegen nur zu einer schwachen Verinderung im Vergleich zur Kon-
trolle zu fithren. Bei schwacher Expression von YFP-LeSed5 konnte keine Verdnderung des
GFP-HDEL Signals festgestellt werden. Die punktféormigen Strukturen von YFP-LeSed5 kolo-
kalisieren nicht mit dem GFP-HDEL Signal, welches in den feinen tubuldren Strukturen des
ER-Netzwerks lokalisiert ist (Abb. 2.33 D — F). Bei stirkerer Expression von YFP-LeSedS5, was
man anhand der erhohten Aggregationsrate der YFP-Signale erkennen kann, konnten leichte
Veranderungen des GFP-Signals im ER beobachtet werden. Es kam im Vergleich zur Kontrolle
(Abb. 2.33 A — C) vermehrt zu aufgebldhten oder cisternalen Strukturen innerhalb des ER-
Netzwerks (Abb. 2.33 G — [ und M — O, griine Pfeile). Es war auch zu beobachten, dass die
Aggregate von YFP-LeSed5 teilweise mit dem GFP-HDEL Signal entlang des ERs kolokalisie-
ren (Abb. 2.33 J — L, gelbe Pfeile).
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Abb. 2.33: Koexpression von YFP-LeSed5 mit dem ER-Marker GFP-HDEL in Tabak-Protoplasten. Die
transformierten Protoplasten wurden nach 15 - 17 h Expression bei 25°C am CLSM untersucht. Es wur-
den jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Einzelbildaufnahmen einer Ebene von Protoplasten
transformiert mit GFP-HDEL. Das GFP-Signal ist griin dargestellt. D — O Aufnahmen einer Ebene von
Protoplasten, jeweils kotransformiert mit YFP-LeSed5 (D, G, J und M) und GFP-HDEL (E, H, K und N).
Das Overlay von YFP-LeSedS und GFP-HDEL ist in F, I, L und O abgebildet. Das YFP-Signal ist rot (D,
G, J und M), das GFP-Signal griin (E, H, K und N) und der Merge gelb (F, I, L und O) dargestellt.

2.6.2.6. Einfluss von LeSed5 auf die Lokalisation weiterer Syntaxine

Um zu testen, ob die Expression des Golgi-Syntaxins LeSed5 auch einen Einfluss auf die Loka-
lisierung weiterer Syntaxine nimmt, wurden transiente Koexpressionen des GFP-LeSed5 Fusi-
onsproteins mit dem Plasmamembran-Syntaxin AtSYP121 oder mit dem Tonoplasten-Syntaxin
AtVam3 in Tabak-Protoplasten durchgefiihrt. Bei Expression in Protoplasten markiert das Syn-
taxin AtSYP121 die Plasmamembran nachhaltig und erzeugt ein charakteristisches ringartiges
Muster (Uemura et al., 2004; Foresti et al., 2006). Die Sekretion wird durch die Expression des
Plasmamembran-SNAREs nicht beeinflusst (Geelen et al., 2002). AtVam3, auch AtSYP22 ge-
nannt, konnte in A. thaliana sowohl am Pravakuoldaren Kompartiment (PVC) als auch am To-
noplasten lokalisiert werden (Sato et al., 1997; Sanderfoot et al., 1999). Der SNARE-Komplex
aus SYP22/AtVam3, VTI11 und SYP51 am Tonoplasten kontrolliert den Transport vom PVC
zur Vakuole (Surpin et al., 2003; Yano et al., 2003). Es wurde bereits gezeigt, dass die transien-
te Uberexpression von AtVam3 den vakuoldren Transport nicht beeintrichtigt und somit als
Tonoplasten-Marker eingesetzt werden kann (Foresti et al., 2006). Fiir die Elektroporation der
Tabak-Protoplasten wurden jeweils 2 pg DNA der fiir GFP-LeSed5 und YFP-Sypl21 bzw.
YFP-Vam3 kodierenden Plasmide eingesetzt. Nach 18 Stunden Inkubation bei 25°C wurden die
Protoplasten am CLSM untersucht (Abb. 2.34 A - O und Abb. 2.35 A-L).
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Abb. 2.34: Koexpression von GFP-LeSed5 mit dem Plasmamembran-Syntaxin YFP-Syp121 in Tabak-
Protoplasten. Die transformierten Protoplasten wurden nach 18 h Expression bei 25°C am CLSM unter-
sucht. Es wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Einzelbildaufnahmen einer Ebene von
Protoplasten transformiert mit YFP-Syp121 Plasmid-DNA. Das YFP-Signal ist rot dargestellt. D — O
Aufnahmen einer Ebene von Protoplasten, jeweils kotransformiert mit GFP-LeSed5 (D, G, J und M) und
YFP-Syp121 (E, H, K und N). Das Overlay von GFP-LeSed5 und YFP-Syp121 istin F, I, L und O abge-
bildet. Das GFP-Signal ist griin (D, G, J und M), das YFP-Signal rot (E, H, K und N) und der Merge gelb
(F, I, L und O) dargestellt.

Die gleichméBige ringformige Verteilung des Plasmamembran-SNAREs Syp121 fusioniert mit
YFP (Abb. 2.34 A — C), verdnderte sich in Anwesenheit von GFP-LeSedS5. Bereits eine schwa-
che Expression von GFP-LeSed5 beeinflusste die gleichméfBige Markierung des YFP-Signals an
der Plasmamembran (Abb. 2.34 D — F). Das Signal wurde diffuser und zeigte Anfinge einer
ER-Markierung, ebenfalls erscheinen erste kleine Aggregate. Je stirker die Expression von
GFP-LeSed5, desto deutlicher war die Umverteilung von YFP-Sypl121 zu beobachten. Das
YFP-Signal wurde vermehrt in punktformigen Aggregaten gefunden, wo es mit dem GFP-
Signal kolokalisierte. Des Weiteren filihrte die Koexpression von GFP-LeSed5 zu einer Retenti-
on des Plasmamembran-SNARESs in das ER (Abb. 2.34 G — L). Bei sehr starker Expression kam
es zur vollstdndigen Kolokalisierung beider Signale innerhalb groBer Aggregate im Protoplasten
(Abb. 2.34 M - O).

Die Aufnahmen in Abbildung 2.35 A — C zeigen, dass das Syntaxin YFP-Vam3 je nach Expres-
sionsstirke sowohl den Tonoplasten also auch punktierte Strukturen (PVC) markiert. Bei
Koexpression von GFP-LeSed5 wurde das Verteilungsmuster von YFP-Vam3 nicht beeinflusst.
Bei schwacher Expressionsrate von GFP-LeSedS und YFP-Vam3 (Abb. 2.35 D — F) markierte
das GFP-Signal punktférmige Strukturen und das YFP-Signal war am Tonoplasten lokalisiert.
Ein Anstieg des Expressionsniveaus beider Fusionsproteine fiihrte zu einer vermehrten Markie-
rung punktformiger Strukturen beider Signale, die aber nicht miteinander kolokalisierten (Abb.
2.35 G — T und J — L). Der inhibitorische Effekt von GFP-LeSed5 auf den COPII-abhéngigen
Transport hatte keinen Einfluss auf die Lokalisierung bzw. den Transport des Tonoplasten-

Syntaxins YFP-Vam3 in Tabak-Protoplasten.

Abb. 2.35: Koexpression von GFP-LeSed5 mit dem Tonoplast-Syntaxin YFP-Vam3 in Tabak-
Protoplasten. Die transformierten Protoplasten wurden nach 18 h Expression bei 25°C am CLSM unter-
sucht. Es wurden jeweils 2 pg Plasmid-DNA eingesetzt. A - C Einzelbildaufnahmen einer Ebene von
Protoplasten transformiert mit YFP-Vam3 Plasmid-DNA. Das YFP-Signal ist rot dargestellt. D — L Auf-
nahmen einer Ebene von Protoplasten, jeweils kotransformiert mit GFP-LeSed5 (D, G und J) und YFP-
Vam3 (E, H und K). Das Overlay von GFP-LeSed5 und YFP-Vam3 ist in F, I und L abgebildet. Das
GFP-Signal ist griin (D, G und J), das YFP-Signal rot (E, H und K) und der Merge gelb (F, I und L) dar-
gestellt.
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Um diesen Effekt quantitativ zu iiberpriifen wurden transiente Koexpressionsstudien mit dem
Syntaxin HA-LeSed5 und o-Amylase-Sporamin (a-Amylase-spo) als Reporter in Tabak-
Protoplasten durchgefiihrt und die Sekretion dieses vakuoldren Markers mittels a-Amylase-
Enzymtests iiberpriift. Das Protein a.-Amylase-spo wurde bereits extensiv beschrieben und ge-
testet (Pimpl et al., 2003; daSilva et al., 2006). Es stellt ein a.-Amylase-Fusionsprotein dar, wel-
ches das Sequenz-spezifische vakuolédre Sortierungssignal von Sporamin (NPIRL), einem vaku-
oldren Protein aus der Siikartoffel (Ipomoea batatas), besitzt.

Alle Messungen wurden als Doppelproben ausgefiihrt und der Fehlerbalken entspricht der Mit-
telwertabweichung dreier unabhingiger Versuche. In Abbildung 2.36 ist der Sekretionsindex
von a-Amylase-spo bei Uberexpression von HA-LeSed5 durch graue Siulen, die Aktivitéit von
sekretiertem a-Amylase-spo durch weille Sdulen und die Aktivitit von a-Amylase-spo in den

Zellen durch dunkelgraue Siulen dargestellt.
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Abb. 2.36: Einfluss von HA-LeSed5 auf die Sekretion von a-Amylase-spo (A) bzw. Aktivitidt von a-
Amylase-spo in Kulturmedium und Zellen bei Kotransformation von HA-LeSed5 (B). Transiente Ge-
nexpression von je 10 pg des a-Amylase-spo kodierenden Plasmids ohne das HA-LeSed5 kodierende
Plasmid als Kontrolle der Sekretion (Séulel). In den folgenden Saulen ist der Sekretionsindex (A) bzw.
die Aktivitiat (B) von a-Amylase-spo bei Koexpression von 1 ug, 2 ug, 10 pg und 20 ng HA-LeSed5
(Sdule 2-5) Plasmid-DNA gezeigt. Zellen und Kulturmedium wurden nach 24 h Expression geerntet und
die a-Amylase-spo Sekretion durch eine enzymatische Reaktion und anschlieBende photometrische Mes-
sung bestimmt. Die Aktivitidt von a.-Amylase-spo des Mediums ist durch weille Sdulen, die Aktivitit von

a-Amylase-spo in den Zellen durch graue Saulen dargestellt (B).

Wie in Abbildung 2.36 A dargestellt, hat das Syntaxin HA-LeSed5 keinen inhibitorischen Ef-
fekt auf die Sekretion von a-Amylase-spo. Es wird sogar vermehrt a.-Amylase-spo synthetisiert
und sekretiert. Die Analyse der a-Amylase-spo Aktivitidten in Medium und Zellen (Abb. 2.36
B) zeigt, dass das Koexpression von HA-LeSed5 die de novo Synthese von a-Amylase-spo
nicht reduziert. Dieses Ergebnis legt eindeutig nahe, dass der Transport des vakuoldren Repor-

terproteins o-Amylase-spo durch den inhibitorische Effekt von HA-LeSedS auf den COPII-
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abhéngigen Transport nicht beeinflusst wird. Somit kann man schlieBen, dass der Transport
sowohl des Tonoplasten-Syntaxins YFP-Vam3 als auch des luminalen Vakuolenmarkers o-

Amylase-spo in Tabak-Protoplasten hochstwahrscheinlich COPII-unabhéngig transportiert wird.

2.6.2.7. Gewebeabhéangigkeit der Expression von LeSed5

Um zu iberpriifen, dass der inhibitorische Effekt von LeSedS auf den COPII-abhingigen
Transport vom ER zum Golgi-Apparat kein zelltypischer Effekt ist, wurden transiente Ge-
nexpressionsstudien mit GFP-LeSedS und dem Golgi-Marker Manl-RFP in BY-2 Wurzelzell-
suspensionskulturen durchgefiihrt. Dazu wurden die BY-2 Zellen mittels Partikelbeschuss mit
jeweils 2,5 ug Plasmid-DNA transfiziert, bei 25°C im Dunkeln inkubiert und nach 5 - 24 Stun-
den am CLSM untersucht (Abb. 2.37 A — M). Bereits 5 Stunden nach der Kotransfektion veran-
derte GFP-LeSed5 das Verteilungsmuster von Manl-RFP. Anstelle der normalerweise distinkt
punktférmigen Signale des Golgi-Markers (Abb. 2.37 A) war eine ER-dhnliche Verteilung mit
groBBen punktformigen Aggregationen der RFP-Signale zu beobachten (Abb. 2.37 B — E). In
diesen punktformigen Aggregaten war das GFP-LeSed5 und Manl-RFP Signal kolokalisiert
(gelbe Pfeile in Abb. 2.37 D und H). Bei andauernder Inkubation wurden die Signale beider
Fusionsproteine vermehrt in den Aggregaten, die sich auch entlang der Kernhiille befanden,
gefunden. Nach einer Inkubation von 24 Stunden kam es zu einer kompletten Kolokalisation der
GFP- und RFP-Signale in sehr groBen punkt- und ringférmigen Aggregaten und in der Kernhiil-
le (Abb. 2.37 J — M). Der inhibitorische Effekt von LeSed5 auf den frithen sekretorischen Weg

konnte somit sowohl in Wurzelzellen als auch in Mesophyllzellen beobachtet werden.
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Abb. 2.37: Transiente Koexpression von GFP-LeSed5 und dem Golgi-Marker ManI-RFP in Tabak Wur-
zelzellsuspensionskulturen (BY-2). Es wurden jeweils 2,5 ng Plasmid-DNA von GFP-LeSed5 und Manl-
RFP eingesetzt. Das GFP-Signal ist griin (B, F und J), das RFP-Signal rot (A, C, G und K) und der Merge
gelb (D, E, H, I, L und M) dargestellt. A Als Kontrolle wurden BY-2 Zellen mit 2,5 ug ManI-RFP Plas-
mid-DNA alleine transfiziert und 24 h im Dunkeln bei 25°C inkubiert. B — M Einzelbildaufnahmen einer
Ebene von BY-2 Zellen kotransformiert mit GFP-LeSed5 (B, F und J) und ManI-RFP (C, G und K). Die
Overlays von GFP-LeSedS und ManI-RFP sowie von GFP-LeSed5, ManI-RFP und Durchlicht sind in (D,
Hund L) bzw. in (E, I und M) dargestellt. Die transformierten BY-2 Zellen wurden jeweils nach 5 h (B —
E), 15h (F — 1) oder 24 h (J — M) Expression im Dunkeln bei 25°C am CLSM untersucht. Mafstab =
10 pm.
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Aufgrund der hohen Expressionsraten sowohl in Tabak-Protoplasten als auch in BY-2 Zellen
und der damit verbundene sehr schnelle Eintritt des inhibitorischen Effekts von LeSed5 auf den
ER-Golgi Transport, war eine Kolokalisierung von LeSed5 mit einem Golgi-Marker auch nach
sehr kurzer Inkubationszeiten nicht moglich, da dieser nicht mehr im Golgi-Apparat ankam. Um
zu bestérken, dass die punktformigen Strukturen von XFP-LeSed5 in der Tat den Golgi-Apparat
darstellen, wurden Fluoreszenzaufnahmen von transient exprimiertem YFP-LeSedS in Blattern
von stabil transformierten ST-CFP Tabakpflanzen (N. tabacum), angefertigt. Der Vorteil von
Expressionsstudien in Tabakbléttern liegt in der variablen Expressionsrate. Niedrige Expressi-
onsniveaus konnen aufgrund der stabilen Integration nur weniger T-DNA Kopien ins Genom
erreicht werden. Um ein sehr geringes Expressionsniveau von YFP-LeSed5 zu untersuchen,

wurden nach ca. 48 Stunden erste Analysen am CLSM vorgenommen.

YFP-LeSed5FL b YFP-LeSed5FL + ST-CFP

Abb. 2.38: Expression von YFP-LeSed5 in Epidermiszellen von stabil transformierten ST-CFP Tabak-
pflanzen. Nach 48 h Infektion der Blétter mit transformierten Agrobakterien wurden diese am CLSM
analysiert. Zur Transformation wurde 2 pg YFP-LeSed5 Plasmid-DNA eingesetzt. Das YFP-Signal ist
gelb (A), das CFP-Signal blau (B) und der Merge weill (C — M) dargestellt. A — C Einzelbildaufnahmen
einer Ebene durch eine Epidermiszelle transformiert mit YFP-LeSed5. D — M Aufnahme einer Zeitreihe
einer Ebene die iiber einen Zeitraum von 4,94 sek aufgenommen wurden. Der Zeitabstand zwischen den

abgebildeten Einzelaufnahmen betragt 494 ms. Mafistab = 2 um.

Wie in Abbildung 2.38 A — C dargestellt, war eine komplette Kolokalisierung des Signals von
YFP-LeSed5 mit dem CFP-Signal des konstitutiv exprimierten Golgi-Markers ST-CFP in

punktformigen Strukturen zu beobachten. Zeitaufnahmen zeigten aulerdem, dass diese Signale
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einer starken Dynamik unterworfen sind und sich miteinander bewegen (Abb. 2.38 D — M). Des
Weiteren kann man bei hoherer Vergroferung beobachten, dass die Signale sogar iiberlappen,
da ein Ubergang von gelb iiber weil ins blau zu beobachten ist. Dieses Ergebnis lisst sich in
Einklang bringen mit der Tatsache, dass man hier zwischen einer Lokalisierung des cis- und
trans-Golgi unterscheiden kann. Hochstwahrscheinlich ist das YFP-LeSed5 am cis-Golgi loka-
lisiert, wohingegen die Sialyltransferase (ST) einen etablierten trans-Golgi-Marker darstellt
(Wee et al., 1998).

2.6.2.8. Etablierung einer LeSed5-GFP exprimierenden BY-2 Zelllinie

Zur weiteren ultrastrukturellen Aufklarung der Lokalisierung des LeSed5 am Golgi-Apparat
waren Immunogoldmarkierungen unter Einsatz der Elektronenmikroskopie geplant. Dazu soll-
ten BY-2 Wurzelzelllinien hergestellt werden, die das LeSed5-GFP unter der Kontrolle eines
induzierbaren Promotors exprimieren. Nach Zugabe von Dexamethasone wurde die Expression
von LeSed5-GFP am CLSM f{iberpriift. Bereits nach 15 Stunden Inkubation exprimierten die
BY-2 Zellen ausreichende Mengen an Fusionsprotein um mikroskopische Studien durchfiihren
zu konnen. Das GFP-Signal markierte punktférmige Strukturen, die iiberall im Cytoplasma
verteilt zu finden waren und eine Grofe von ungefdhr 1 pm aufwiesen (Abb. 2.39 A und B).
Zeitaufnahmen zeigten, dass diese Strukturen eine hohe Dynamik aufweisen. Die Expression
von LeSed5-GFP blieb iiber einen Zeitraum von iiber 2 Tagen stabil auf die punktférmigen
Strukturen beschrinkt (Daten nicht gezeigt). Zundchst wurde iiberpriift ob es sich bei diesen
punktformigen Strukturen tatsdchlich um den Golgi-Apparat handelt, wurden die Zellen mit
BFA behandelt und nach 15 — 60 Minuten am CLSM untersucht. Schon im frithen Stadium der
BFA-Behandlung war eine Verdanderung des Verteilungsmusters von LeSed5-GFP zu beobach-
ten. Es bildeten sich Aggregationen (griine Pfeile) der GFP-Signale aus, welche nur eine sehr
niedrige Mobilitdt zeigten. Bei anhaltender Inkubationszeit kam es vermehrt zur Aggregatbil-
dung, die sich vor allem in der Néhe des Zellkerns lokalisierten und die hoch beweglichen Sig-
nalpunkte verschwanden fast ausschliefSlich (Abb. 2.39 C —F).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die GFP-markierten Strukturen in den Zellen der Le-

Sed5-GFP BY-2 Zellkulturen BFA sensitiv sind und daher den Golgi-Apparat darstellen.
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Abb. 2.39: Behandlung von BY-2 Zellen, stabil transformiert mit LeSed5-GFP unter der Kontrolle des
induzierbaren Dexamthasone-Promotors (dex), mit BFA. A + B Einzelbildaufnahmen einer Ebene der
BY-2 Zellen vor der Behandlung mit BFA. C - H Aufnahmen einer Ebene von BY-2 Zellen, nach 15 min
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(C + D), 30 min (E + F) und 60 min (G + H) Inkubation mit 10pug/ml BFA. Dargestellt ist jeweils das
Overlay von LeSed5-GFP mit dem Durchlichtkanal. Das GFP-Signal ist griin dargestellt. Malistab =
10 um bzw. Sum (F).

Parallel dazu wurden als Kontrolle BY-2 Zellinien, die den trans-Golgi-Marker Gonstl-YFP
(Tse et al., 2004) konsitutiv exprimieren ebenfalls mit BFA behandelt (siche Abb. 2.40 A - C).

Auch hier findet bereits nach 15 Minuten BFA-Behandlung eine Umverteilung des Gonstl-
YFP-Signals in der Zelle statt. Es werden vermehrt Aggregate gebildet, die sich letztendlich um

den Zellkern positionieren (Langhans and Robinson, 2007).

Gonst1-YFP Gon!ﬂ-YF—P + 15;-n‘u1 BFA Gonst1-YFP + 60min BFA
* _ |

Abb. 2.40: Behandlung von BY-2 Zellen, stabil transformiert mit Gonstl-YFP mit BFA. A Einzelbild-
aufnahme einer Ebene der BY-2 Zellen vor der Behandlung mit BFA. B + C Aufnahmen einer Ebene von
BY-2 Zellen, nach 15 min (B) und 60 min (C) Inkubation mit 10pg/ml BFA. Dargestellt ist jeweils das
Overlay von Gonstl-YFP mit dem Durchlichtkanal. Das YFP-Signal ist gelb dargestellt.

2.6.3. Ultrastrukturelle Aufklarung am EM durch Immunogold-
markierung

Zur weiteren Charakterisierung der Lokalisierung von LeSedS innerhalb des Golgi-Apparates
war es notwendig gegen das SNARE-Protein Antikdrper herzustellen. Dazu wurde das Fusions-
protein GST-LeSed5AC, welches nur das N-terminale Peptid und die Habc-Doméne der cytoso-
lischen Doméne von LeSed5 enthélt, hergestellt (siche Abb. 2.41 A). Nach der Expression in
E. coli (Abb. 2.41 B) wurde es direkt durch priparative SDS-Gelelektrophorese gereinigt. Die
Elektrophorese wurde in 1 mm dicken Gelen durchgefiihrt und die gewiinschten Banden an-
schlieBend mit Coomassie gefarbt und ausgeschnitten. Die erhaltenen Gelstiicke wurden e-
lektroeluiert und das gewonnene Protein konzentriert, um es zur Antikdrperherstellung zu ver-
wenden. Das gereinigte Protein wurde zur Herstellung aus Meerschweinchen verwendet. Po-
lyklonale Antikorper wurden auf diese Weise gegen das rekombinante GST-Fusionsprotein von

LeSed5 gewonnen.




Ergebnisse

A B
Oh 1h 2h 3h 4h Oh 1lh 2h 3h 4h

1 201
COmmEmm— 0 e

o o anlil)

GST GST-LeSed5SAC

Abb. 2.41: A Schematische Darstellung des GST-LeSed5AC-Fusionsproteins. Das Konstrukt GST-
LeSed5AC enthélt das N-terminale Peptid (NTP; rot) und die drei Subdominen Ha, Hb und Hc (grau).
Der C-terminale Bereich mitsamt dem SNARE-Motiv und der Transmembrandomine fehlen. B Uberex-
pression von GST (26 kDa) und GST-LeSed5AC (49 kDa) in E.coli BL21 iiber einen Zeitraum von 0, 1,
2, 3 und 4 Stunden. Dargestellt ist ein Western-Blot mit einem Antikorper gerichtet gegen ein GST-

Fusionsprotein.

Um die Qualitdt des gewonnenen Antikdrpers zu iiberpriifen, wurde das Serum der finalen Blu-
tung an Zellextrakten von Tabak-Protoplasten, welche zuvor mit LeSed5 kodierender Plasmid-
DNA elektroporiert worden waren, getestet (siche Abb. 2.42). Die Western-Blot-Analyse in
Abbildung 2.42 zeigt, dass das LeSed5 mit einer theoretischen Molmasse von 38 kDa nur sehr
schwach zu detektieren ist. Es trat zusétzlich eine starke unspezifische Bande bei etwa 30 kDa

auf (Stern).

Abb. 2.42: Western-Blot-Analyse der Proteine aus einer zelluldren Fraktion von Tabak-Protoplasten. Die
Spuren 2 — 6 enthalten Proteine aus einer zelluldren Fraktion von Tabak-Protoplasten, welche zur tran-
sienten Genexpression mit jeweils 1, 2, 5, 10 und 20 pg LeSedS Plasmid-DNA elektroporiert und 24 h bei
25°C inkubiert wurden. Als Kontrolle diente eine Fraktion aus wt Tabak-Protoplasten (Spur 1). Die Im-
mundetektion erfolgte mit dem 1:2000 verdiinnten polyklonalen Antiserum gegen das SNARE-Protein
LeSed5 (38 kDa). Es wurden jeweils 10 pl des Gesamtzellextrakts der Tabak-Protoplasten aufgetragen.

Aufgrund dieses Ergebnisses wire es notwendig eine Affinititsreinigung des Antiserums mit
dem Antigen LeSed5AC durchzufithren um die Spezifitdt des Antikdrpers zu gewdhrleisten.
Wegen der sehr schwachen Expression des Antigens und des damit verbundenen groBlen Zeit-

aufwands konnte bereits die Immunisierung nur an einem Meerschweinchen durchgefiihrt wer-
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den, eine weiter Aufreinigung des Antikorpers konnte somit nicht mehr in Betracht gezogen
werden.

Es wurden daher Immunogoldmarkierungen alternativ mit anti-GFP Antikdrpern verschiedener
Fabrikate an den LeSed5-GFP exprimierenden BY-2 Zellen durchgefiihrt. Zum jetzigen Zeit-
punkt kann aufgrund dieser ultrastrukturellen Untersuchungen keine eindeutige Aussage tiber

die Lokalisierung von LeSed5 in der BY-2 Zelllinie gemacht werden.
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3. Diskussion

3.1. Bedeutung und Funktion der SNARE-Proteine in Pflanzen

Das Genom von sowohl monokotylen als auch dikotylen Pflanzen kodiert im Vergleich zu an-
deren eukaryotischen Organismen fiir eine erstaunlich hohe Anzahl an SNARE-Proteinen und
deren Isoformen. Diese grofle Diversitit der SNARE-Proteine in Pflanzen reflektiert vermutlich
den Bedarf an SNARE-Proteinen, die in pflanzenspezifischen biologischen Prozessen eine Rolle
spielen, wie zum Beispiel der Transport von Phytohormonen, Gravitropismus der Wurzel, Au-
tophagie, Abwehr von Pathogenen und der pflanzenspezifischen Cytokinese (Sanderfoot et al.,
2000; Jurgens, 2005; Lipka et al., 2007). Wie essentiell die Syntaxine (Qa-SNAREs) in A. thali-
ana tatsdchlich fiir das Zellwachstum sind, zeigen eine Reihe von Studien. Ein ,,Knock-out™
bzw. ,,gene disruption” in Syntaxinen ist letal (Sanderfoot et al., 2000; Sanderfoot et al., 2001;
Lipka et al., 2007). Andererseits wurden bis heute keine Phanotypen in R- und Qc-SNARE-
Mutanten von A. thaliana gefunden, was in Bezug auf diese beiden SNARE-Unterfamilien
hochstwahrscheinlich auf partielle funktionelle Redundanz zuriickzufiihren ist (Lipka et al.,
2007). Aufgrund dessen ist es schwierig deren Funktion in Pflanzen abzuleiten.

Obwohl die SNARE-vermittelte Fusion wichtig fiir die korrekte Ausfithrung der verschiedenen
Transportvorgénge in Pflanzen wie in Tieren zu sein scheint, gibt es bis heute nur wenige Un-
tersuchungen iiber die pflanzliche Fusionsmaschinerie des frithen sekretorischen Weges auf
funktioneller Ebene. In Protoplasten von A. thaliana Zellsuspensionskulturen wurden systemati-
sche Lokalisierungsstudien aller SNARE-Proteine aus A. thaliana mittels transienter Uberex-
pression durchgefiihrt (Uemura et al., 2004). Diese Studien zeigten, dass die vier SNARE-
Proteine aus A. thaliana (SYP31, MEMBI11, SEC22 und BS14a; Sanderfoot et al., 2000), wel-
che als Homologe der ER-Golgi-SNARE:s aus S. cerevisiae (Sed5p, Bos1p, Sec22p und Betlp;
Burri and Lithgow, 2004) bestimmt wurden, tatsichlich ER- bzw. Golgi-lokalisiert sind. In tran-
sienten Expressionsstudien in Epidermiszellen von Tabakblattern konnten die Lokalisation von
BET1, MEMBI11 und SYP31 am Golgi-Apparat bzw. SEC22 sowohl am ER als auch am Golgi-
Apparat beobachtet werden (Chatre et al., 2005). Lediglich in dieser Verdffentlichung wurde
von funktionellen Studien der ER-Golgi-SNARESs aus A. thaliana auf mikroskopischer Ebene
berichtet. Bei Koexpressionen dieser SNARE-Proteine zusammen mit der sekretorischen Form
des YFP-Proteins in Tabak-Epidermiszellen wurde das YFP-Protein vermehrt im ER detektiert.
Des Weiteren fiihrte die Uberexpression von MEMB11 und SEC22 zu einer Umverteilung der
koexprimierten Golgi-Marker in das ER. Diese Studien basieren ausschlielich auf mikroskopi-
sche Studien am CLSM. Dennoch weisen diese Daten auf die Bedeutung dieser SNARE-
Proteine im Proteintransport zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat hin.

Ziel dieser Arbeit war es daher, mittels transienter Genexpressionsstudien erste Einblicke in die

molekularen Abldufe der Prozesse im frithen sekretorischen Weg der Pflanzenzelle zu bekom-
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men. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden in Mesophyll-Protoplasten aus N.
tabacum und BY-2 Wurzelzellkulturen durchgefiihrt. Aus N. tabacum liegen bis zu diesem
Zeitpunkt immer noch keine vollsténdigen Sequenzdaten iiber die SNARE-Proteine des frithen
sekretorischen Weges vor. Um dennoch eine moglichst hohe Homologie der transient expri-
mierten SNARE-Proteine mit den endogenen SNARE-Proteinen zu gewéhrleisten, wurden die
homologen SNARE-Proteine (LeSed5, LeBos1, LeBetl und LeSec22) aus L. esculentum identi-
fiziert und kloniert. Eine Untersuchung des intrazelluldren Proteintransports erfordert unbedingt
sekretorisch aktive Zellen. Diese Anforderung wird durch die Verwendung von Protoplasten
und BY-2 Wurzelzellen als Versuchsmaterial erfiillt. BY-2 Zellen sind aufgrund ihrer hohen
Zellteilungsrate durch einen intensiven intrazelluldren Proteintransport gekennzeichnet und die
Mesophyll-Protoplasten zeigen nach dem Verlust ihrer Zellwand ebenfalls erhdhte sekretorische

Aktivitat.

3.2. ldentifizierung der ER-Golgi-SNARES aus L. esculentum

Der trans-SNARE-Komplex an der cis-Golgi-Membran in S. cerevisiae setzt sich aus dem Qa-
SNARE Sed5p, dem Qb-SNARE Boslp, dem Qc-SNARE Betlp als auch dem R-SNARE
Sec22p zusammen (Burri and Lithgow, 2004). Zu jedem der SNARE-Proteine aus S. cerevisiae
wurden in dieser Arbeit Homologe aus L. esculentum identifiziert. Aufgrund der hier durchge-
fithrten Sequenzvergleiche der SNARE-Proteine aus L. esculentum und den Homologen aus A.
thaliana, H. sapiens und S. cerevisiae (Abb. 2.1) erscheinen die identifizierten Proteine auch in
L. esculentum evolutiondr konserviert. Wichtige Bindungsstellen, die zur Regulation der Bil-
dung der cis- und trans-SNARE-Komplexe beitragen, sind weitestgehend konserviert oder gar
identisch (Abb. 2.1). Am Beispiel der Sed5-Homologen sind die Aminosduren der Slyl-
Bindungsstelle im N-terminalen Peptid des Syntaxins identisch (Abb. 2.1 B; Yamaguchi et al.,
2002). Auch die Aminosduren der 16 Bindungsebenen innerhalb der SNARE-Fibrille, welche
zur Stabilitdit der SNARE-Komplexe und damit zur effektiven Membranfusion von COPII-
Vesikeln mit der cis-Golgi-Membran beitragen, sind zwischen den jeweiligen Vertretern der
SNARE-Unterfamilien hoch konserviert (Abb. 2.2 B; Sutton et al., 1998; Fasshauer, 2003).
Interessanterweise ergaben die Sequenzvergleiche der SNARE-Motive, dass die Namengebende
zentrale Aminosdure des ,,zero layers® innerhalb der jeweiligen homologen Proteine der Qc-
und R-SNAREs nicht konserviert ist. Bereits aus Sequenzvergleichen von AtBS14a und dessen
Homolog AtBS14b mit Betlp und Sftlp aus S. cerevisiae ist bekannt, dass die jeweilige zentra-
le Aminosdure des ,,zero layers* untypischerweise ein Histidin (AtBS14a, b), Serin (Betlp)
bzw. eine Asparaginsdure (Sftlp) statt einem Glutamin ist. Ein Austausch des Histidins von
AtBS14a mit Serin oder Asparaginsdure ergab keinen funktionellen Verlust des Proteins (Tai
and Banfield, 2001). Trotz dieses Befundes konnte mittels in vitro Experimenten gezeigt wer-
den, dass das Qc-SNARE AtBS14a aus A. thaliana SNARE-Komplexe mit den Golgi-SNAREs
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Sed5p, Sec22p und Boslp aus S. cerevisiae ausbilden kann. Im Falle der pflanzlichen R-
SNARE-Proteine AtSEC22 und LeSec22 ist die zentrale Aminosdure des ,,zero layers” ein Va-
lin (V) statt einem Arginin (R) (Abb. 2.2 B; Sanderfoot et al., 2000).

Aufgrund dieser Ergebnisse konnten die ermittelten SNARE-Proteine aus L. esculentum auch
eine entsprechende Rolle im SNARE-Komplex bei der Fusion von COPII-Vesikeln mit der Cis-
Golgi-Membran spielen.

3.3. Haben die SNARE-Proteine eine Bedeutung auf die Protein-
Sekretion in vivo?

Wihrend in Hefen und Saugern bereits viel iiber die Funktion, Lokalisation und Spezifitit der
ER-Golgi-SNARE-Proteine und deren Komplexbildung mittels Fusionsstudien in vitro an Lipo-
somen, als auch Bindungsstudien in vivo bekannt ist (Banfield et al., 1994; Hay et al., 1997,
Weber et al., 1998; Chen and Scheller, 2001), gibt es bisher nur wenige Arbeiten, die sich mit
der Funktion und Lokalisation der homologen ER-Golgi-SNARESs in Pflanzen auseinanderset-
zen (Tai and Banfield, 2001; Uemura et al., 2004; Chatre et al., 2005). Um Hinweise darauf zu
erlangen, welche Bedeutung die SNARE-Proteine LeSed5, LeBosl, LeBetl und LeSec22 im
Transport zwischen dem ER und Golgi-Apparat einnehmen, wurden transiente Genexpressi-
onsstudien in Tabak-Protoplasten mit der a-Amylase der Gerste (Rogers, 1985) und deren Deri-
vate o-Amylase-HDEL (Phillipson et al., 2001) und a-Amylase-spo (Pimpl et al., 2003) als
Reporterproteine durchgefiihrt. Mit diesem System kann der Einfluss der koexprimierten SNA-
RE-Proteine auf die Sekretion der Reporterproteine in vivo untersucht und quantitativ bestimmt
werden. Der Einsatz eines pflanzlichen sekretorischen Proteins sollte ausschlieBen, dass der
Transport des Reporterproteins aufgrund einer Inkompatibilitdit mit dem Transportsystem der

pflanzlichen Zelle beeinflusst wird.

3.3.1. Bedeutung und Lokalisation des v-SNAREs LeBetl

In S. cerevisiae wurde das LeBetl Homologon (Betlp) als essentielles v-SNARE eingeordnet,
das fiir die Fusion von COPII-Vesikeln mit der cis-Golgi-Membran benétigt wird (Sogaard et
al., 1994; Cao et al., 1998; Cao and Barlowe, 2000). Sowohl Nullmutanten als auch temperatur-
sensitive Mutanten von Betlp in S. cerevisiae weisen Defekte im ER-Golgi-Transport auf, was
zu einer Akkumulation von ER-abgeleiteten Membranen und Vesikeln fiihrt (Newman and Fer-
ro-Novick, 1987; Ossig et al., 1991). Zusammen mit dem trimeren t-SNARE-Komplex am Cis-
Golgi, bestehend aus dem R-SNARE Sec22p und den beiden Q-SNAREs Sed5p und Boslp,
kann das v-SNARE Betlp den cis-SNARE-Komplex bilden (Newman et al., 1990; Woodman et
al., 1996). In vitro Studien zeigten, dass die Anwesenheit von Betlp die Bindung von Boslp zu

Sed5p zusitzlich verstirkte (Stone et al., 1997; Tsui et al., 2001). Anhand von Lokalisierungs-
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studien wurde Betlp als cis-Golgi-residentes Protein beschrieben, dessen Recycling vom Golgi-
Apparat zuriick zum ER nur sehr langsam abléduft (Ossipov et al., 1999).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Lokalisierungsstudien von YFP-LeBetl in Tabak-
Protoplasten und in BY-2 Zellen zeigten eine punktformige Verteilung des Fluoreszenzsignals
(Abb. 2.8 A, 2.9 A und 2.10 A). Die Signale des cis-Golgi-Markers ManI-RFP wie auch die
Signale des SNARE-Proteins YFP-LeBetl konnten in den punktférmigen Strukturen des Golgi-
Apparates beobachtet werden. Diese Kolokalisation beider Signale ldsst eine Lokalisierung von
LeBetl am Golgi-Apparat vermuten. Die Lokalisation des Cis-Golgi-Markers wird durch die
Koexpression des SNARE-Proteins nicht im Geringsten beeintrachtigt. Als eine zusitzliche
Kontrolle fiir die Lokalisation des SNARE-Proteins LeBetl am Golgi-Apparat wurde der Inhi-
bitor BFA verwendet. BFA interagiert mit dem GEF-ARF-GDP-Komplex (Donaldson et al.,
1992; Helms and Rothman, 1992) und stabilisiert diesen (Peyroche et al., 1999). Als Folge die-
ser Stabilisierung wird die Rekrutierung der COPI-Hiillproteine inhibiert (Orci et al., 1991; Da-
scher and Balch, 1994). Die hierzu erforderlichen Konzentrationen unterliegen jedoch starken
Schwankungen in Abhingigkeit der verwendeten Zellen. So wurden bei verschiedenen Siuge-
tierzellen bis zu 500fache Unterschiede in der wirksamen Konzentration des BFA beschrieben
(Torii et al., 1995). Die in Pflanzen eingesetzten Konzentrationen liegen bei Untersuchungen in
vivo meist zwischen 2 und 200 uM (Satiat-Jeunemaitre et al., 1996). Weiterhin erfordert die
Inhibierung der Rekrutierung der COPI-Hiillproteine in vitro 10fach hohere BFA-
Konzentrationen als die Inhibierung in vivo (Orci et al., 1991). Die in dieser Arbeit verwendete
BFA-Konzentration von 10 pg/ml (entspricht 35,7 uM) liegt somit im Bereich geringer BFA-
Konzentrationen fiir Untersuchungen in vivo. In Studien von Pimpl et al. (2003) wurde bereits
gezeigt, dass bei transienten Expressionsstudien von a-Amylase in Tabak-Protoplasten die Zu-
gabe von 30 uM BFA zu einer starken Inhibierung der Sekretion von a-Amylase fiihrte. Daher
sollte bei Einsatz von 35,7 uM BFA in Tabak-Protoplasten eine Umverteilung von Golgi-
lokalisierten Proteinen eindeutig zu detektieren sein.

Im Falle des anerkannten cis-Golgi-Markers Manl-XFP als Kontrolle konnte das GFP- oder
RFP-Signal nach BFA-Behandlung nicht mehr in punktformigen Strukturen detektiert werden,
vielmehr war dieses ausschlieBlich in den tubuldren Strukturen des ERs zu beobachten (Abb.
2.9 D-F). Das YFP-Signal des SNARE-Proteins YFP-LeBetl hingegen konnte nach BFA-
Behandlung sowohl im ER-Netzwerk als auch in punktférmigen Aggregaten detektiert werden
(Abb. 2.9 A-C). Aufgrund dieser Umverteilung des YFP-Signals kann man davon ausgehen,
dass das SNARE-Protein LeBetl zwar im Golgi-Apparat lokalisiert ist, allerdings kann anhand
dieser Fluoreszenzdaten keine konkrete Aussage iiber eine vermutete Cis-Golgi-Lokalisierung
dieses SNARE-Proteins gemacht werden, da sich YFP-LeBetl nicht ganz wie Manl-RFP ver-
hilt. Die Aggregatbildung kdnnte zum einen durch unspezifische oder nicht funktionelle SNA-
RE-Komplex-Bildung zwischen ER-abgeleiteten Vesikeln oder Golgi-Zisternen entstehen. Zum
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anderen konnte es sich aber auch um trans-Golgi-Zisternen handeln, welche sich als Einzelzis-
ternen abspalten und akkumulieren. Allerdings war das Ausmal} der Aggregatbildung nicht in
allen Protoplasten gleichstark ausgeprégt (Abb. 2.9 B und C).

Frithe Arbeiten vermuteten bereits eine direkte Interaktion zwischen dem SNARE-Motiv von
Betlp und den COPII-Hiillproteinen Sec23/24 (Springer and Schekman, 1998; Rein et al.,
2002). Diese Hypothese konnte durch Studien von Mossessova et al. (2003) bestétigt und etab-
liert werden. Im COPII-Hiillprotein Sec24 wurde eine Bindungsstelle identifiziert, die so ge-
nannte ,,B-site”, an dic das SNARE-Protein Betlp mittels der am N-terminus des SNARE-
Motivs befindlichen LxxLE-Sequenz binden kann. Aufgrund dessen, dass diese Sequenz zwi-
schen Hefen, Sdugern und Pflanzen nicht konserviert ist, wurden Bindungstudien in Bezug auf
Interaktionen von LeBetl mit COPII-Hiillproteinen nicht in Betracht gezogen.

In Sédugerzellen gibt es Hinweise darauf, dass das homologe SNARE BET1 sowohl am Trans-
port vom ER zum ERGIC (,,ER-Golgi intermediate compartment®), auch VTC (,,vesicular tubu-
lar cluster) genannt, als auch vom ERGIC zur cis-Golgi-Membran beteiligt ist und ein stetiges
Recycling von BET1 zwischen diesen Kompartimenten stattfindet (Zhang et al., 1997; Ballen-
siefen et al., 1998; Hay et al., 1998; Rowe et al., 1998). Allerdings scheint diese hohe Dynamik
unabhéngig von SNARE-SNARE-Interaktionen zu sein. Mutiert man das SNARE-Motiv von-
BETI in der Weise wie in Joglekar et al. (2003) geschehen, so ist BET1 nicht mehr in der Lage
binére, tertidre und quartire SNARE-SNARE-Interaktionen auszubilden. Dennoch ist der Trans-
port von BET1 an sich nicht veréndert. Das bedeutet, es wird weiterhin in COPI-Vesikel rekru-
tiert, transportiert und recycliert. Das BET1-Protein-Targeting scheint daher eine komplett un-
abhéngige Funktion des SNARE-Motivs an sich zu sein.

Ahnlich kénnte man auch die Uberexpressionsdaten von LeBet1 in Tabak-Protoplasten interpre-
tieren. Die Uberproduktion des cytosolischen als auch des wildtypischen LeBetl-Proteins in
Tabak-Protoplasten bewirkte keinen Effekt auf die Sekretion des 16slichen Reporterproteins o-
Amylase (Abb. 2.4 und 2.6). Trotz des relativ sensiblen Expressionssystems, gerade gegeniiber
Uberexpressionen, scheinen die Transportvorgidnge der potentiellen v-SNARE-Proteine nicht
beeintrdchtigt zu werden. Die zunehmende Expression beider SNARE-Proteine konnte sogar
mittels Western-Blot-Analysen eindeutig nachgewiesen werden, sodass ein Abbau der SNARE-
Proteine in den Tabak-Protoplasten auszuschlieBen ist. Des Weiteren zeigen die Daten, dass
LeBetl sehr wohl im Golgi-Apparat von Pflanzen zu finden ist, es aber unsicher ist, ob LeBetl
nur ,,passiv‘ transportiert, also nicht als funktionelle Einheit dient, oder ob es in der Lage ist
weiterhin SNARE-SNARE-Interaktionen einzugehen.

Die Ergebnisse der funktionellen als auch der CLSM-Studien zeigen, dass eine Uberproduktion
des Qc-SNARESs LeBetl weder einen Einfluss auf die Sekretion und die Synthese des 16slichen
Reporterproteins a-Amylase hat noch den Transport des Golgi-Markers Manl-XFP stort. Dieser
Befund deckt sich mit den Ergebnissen fiir das homologe Qc-SNARE AtBS14a aus A. thaliana
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(Chatre et al., 2005). In Untersuchungen iiber Komplementationsversuche von AtBS14a und
AtBS14b in S. cerevisiae (Tai and Banfield, 2001) und in vitro Bindungsstudien verschiedener
SNARE-Protein-Komplexe aus S. cerevisiae (Tsui et al., 2001) wurde bereits {iber eine funktio-
nelle Redundanz innerhalb der Qc-SNARE-Familie in A. thaliana und S. cerevisiae diskutiert.
Bis heute konnten auch mittels genetischer Untersuchungen in A. thaliana keine Phianotypen fiir

ein Qc-SNARE gefunden werden (Lipka et al., 2007).

3.3.2. Welche Bedeutung hat die Redundanz des Longins LeSec22?

Das R-SNARE Sec22p aus S. cerevisiae wird sowohl fiir den anterograden Transport vom ER
zum Golgi-Apparat, wo es als t-SNARE fungiert (Lian and Ferro-Novick, 1993; Cao and Bar-
lowe, 2000; Parlati et al., 2000), als auch als v-SNARE im Transport vom Golgi-Apparat zum
ER bendtigt (Semenza et al., 1990; Sacher et al., 1997; Spang and Schekman, 1998; Burri et al.,
2003). Es ist somit im anterograden und auch retrograden Transport vorhanden. Das Recycling
von Sec22p vom Golgi-Apparat zuriick zum ER ist COPI-abhéingig (Ballensiefen et al., 1998).
In vivo Studien in S. cerevisiae zeigen, dass ein Signal in der Longin-Doméne von Sec22p zu-
sammen mit einem zweiten Signal innerhalb des SNARE-Motivs von Sec22p fiir den COPII-
abhingigen ER-Export benétigt wird. Beide Signale interagieren miteinander, was zu einer ge-
schlossenen Formation des SNARE-Proteins fiihrt. Aufgrund dieser Konformation ist eine di-
rekte Bindung an den COPII-Hiillprotein-Komplex Sec23/24 moglich und somit ein gezielter
COPII-abhéngiger Export aus dem ER gewihrleistet (Miller et al., 2003; Mossessova et al.,
2003; Liu et al.,, 2004; Mancias and Goldberg, 2007). Die cytoplasmatische Domine von
Sec22p erlaubt dessen Aufnahme in synthetische Transportvesikel (Matsuoka et al., 1998).

Ob diese Signale im Transport der pflanzlichen Homologe von Sec22p eine dhnlich wichtige
Rolle haben ist bis heute nicht bekannt. In Untersuchungen von Chatre et al. (2005) wurde ge-
zeigt, dass die transiente Uberproduktion von AtSEC22 in Tabak-Epidermiszellen zu einer Mis-
lokalisation der Golgi-Marker ST und ERD2 in das ER fiihrten. Diese Ergebnisse und die Loka-
lisation von AtSEC22 sowohl im ER als auch im Golgi-Apparat (Uemura et al., 2004; Chatre et
al., 2005) deuten auf eine Beteiligung von AtSEC22 am ER-Golgi-Transport in Pflanzen hin.
Zur Charakterisierung von LeSec22 in vivo wurden sowohl das Wildtyp-Protein als auch die
beiden N- und C-terminalen LeSec22-Deletionsmutanten in transienter Koexpression mit o-
Amylase als Reporter fiir den COPIl-abhingigen Transport in Tabak-Protoplasten getestet.
Hierbei war allerdings kein Effekt auf die Sekretion der a-Amylase nachweisbar, obwohl die
iiberexprimierten Proteine deutlich nachweisbar waren (Abb. 2.11 und 2.12). Dariiber hinaus
fiihrten auch die Koexpressionen von LeSec22 mit a-Amylase-HDEL als Reporter des COPI-
abhéngigen retrograden Transport vom Golgi-Apparat zum ER zu keinem verénderten Sekreti-
onsverhalten von a-Amylase-HDEL (Abb. 2.13). Diese quantitativen Analysen stehen deutlich

im Gegensatz zu den Ergebnissen von Chatre et al. (2005) und deuten darauf hin, dass die U-
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berproduktion des SNARE-Proteins keinen hemmenden Einfluss auf den bidirektionalen Trans-
port zwischen dem ER und dem Golgi-Apparat bedingt. Die Lokalisierungsstudien sowohl in
Tabak-Protoplasten als auch in BY-2 Zellen unterstiitzen die biochemischen Daten insofern,
dass die Koexpression von YFP-LeSec22 mit dem Golgi-Marker Manl-RFP zu keiner Misloka-
lisierung des Golgi-Markers fiihrten (Abb. 2.15 D-F und 2.16). Des Weiteren zeigten diese Stu-
dien eine eindeutige Lokalisierung von YFPLeSec22 im ER und am cis-Golgi (Abb. 2.15). Die-
se Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass LeSec22 ebenso wie dessen Homologon AtSEC22
am bidirektionalen ER-Golgi Transport in Pflanzen beteiligt ist. Inwiefern dieses SNARE-
Protein von biologischer Relevanz der ER-Golgi-Fusionsmaschinerie ist, kann aufgrund der
Ergebnisse in dieser Arbeit nicht beurteilt werden und bedarf daher weiterer Untersuchungen.
Im Falle der R-SNARE-Unterfamilie aus A. thaliana konnte, bis auf die Ausnahme eines erst
kiirzlich entdeckten salzresistenten Phinotyps (Leshem et al., 2006), kein weiterer Phénotyp in
Arabidopsis R-SNARE-Mutanten gefunden werden, was auf eine partielle Redundanz dieser
SNARE-Proteine hindeuten kann (Lipka et al., 2007). Auch im Bereich der Hefeforschung wird
iiber eine zumindest teilweise funktionelle Redundanz einzelner R-SNARE-Proteine diskutiert.
Die Analyse von Knockout-Mutanten fithrte zu dem Ergebnis, dass das SEC22-Gen fiir das
Wachstum an sich entbehrlich ist. Im Gegensatz dazu sind die fiir Sed5p und Boslp kodieren-
den Gene essentiell fiir Zellwachstum (Semenza et al., 1990; Dascher et al., 1991). In weiteren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das R-SNARE Ykt6p, welches die hochste Identi-
tdt zu Sec22p innehat und vorwiegend bei Fusionen des intra-Golgi-Transports beteiligt ist, in
sec22A-Mutanten vermehrt exprimiert wurde und auch in COPII-Vesikeln nachzuweisen war
(Tsui et al., 2001; Liu and Barlowe 2002). Dariiber hinaus gibt es auch Hinweise darauf, dass
eine Deletion oder ein Single-Knockout von R-SNARESs in Drosophila (Deitcher et al., 1998),
wie auch in Caenorhabditis elegans (Nonet et al., 1998) und in Méiusen (Schoch et al., 2001)
nicht zwingend zu einem vollstindigen Zusammenbruch der Transportwege und damit zur Le-

thalitét dieser Organismen fiihrt (Hong, 2005).

3.3.3. Bedeutung von LeBosl fur den friihen sekretorischen Weg und
dessen Lokalisierung

Das als Qb-SNARE Kklassifizierte Bos1p aus S. cerevisiae ist fiir die Fusion von COPII-Vesikeln
mit der Cis-Golgi-Membran unerldsslich (Newman et al., 1990; Ferro-Novick et al., 1991;
Newman et al., 1992). Zusammen mit Sec22p bindet es an das Qa-SNARE SedSp und bildet
somit den trimeren t-SNARE-Komplex an der cis-Golgi-Membran aus (Sacher et al., 1997; Tsui
et al, 2001). Es agiert ausschlieBlich als t-SNARE im anterograden Transport vom ER zum
Golgi-Apparat (Lian and Ferro-Novick, 1993; Spang and Schekman, 1998; Ossipov et al.,
1999), zykliert aber mittels COPII- und COPI-Vesikeln zwischen dem ER und dem Golgi-
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Apparat (Letourneur et al., 1994; Schekman and Orci, 1996; Matsuoka et al., 1998; Cao and
Barlowe, 2000; Honda et al., 2005). In A. thaliana wurden Qb-SNARE-Proteine bereits mit
einer Reihe biologischer Prozesse, wie Cytokinese oder Autophagie, in Verbindung gebracht
(Lipka et al., 2007). Das Qb-SNARE-Protein AtVTI11, das am prdvakuoldren Kompartiment
lokalisiert ist (Zheng et al., 1999), nimmt in der Etablierung und Erhaltung der Organisation von
Geweben wie auch im Streckenwachstum der Pflanzen eine bedeutende Rolle ein. Entsprechen-
de Mutanten weisen abnormal strukturierte Vakuolen und eine verdnderte Morphologie des
Stangels auf (Morita et al., 2002; Surpin et al., 2003). In Hefen fiihrt die Substitution der zentra-
len Aminoséure Glutamin (Q) mit Arginin (R) im SNARE-Motiv von Boslp zu schwerwiegen-
den Stérungen. Diese Mutante (bos1-[Q186R]) ist nicht wachstumsfahig (Graf et al., 2005).

Als Folge der Uberproduktion von LeBosl in Tabakprotoplasten sank die Sekretion der o-
Amylase mit steigenden Expressionsraten des LeBos1 drastisch ab. Untersuchungen in S. cere-
visiae ergaben, dass die Zugabe von anti-Boslp Antikérpern zu einer Blockierung der Fusion
von Transportvesikeln mit dem Golgi-Apparat fiihrt (Lian and Ferro-Novick, 1993). Die sofort
sinkende o-Amylase-Sekretion zeigt, dass hochstwahrscheinlich der anterograde COPII-
abhiingige Transport betroffen sein muss. Im Falle der Uberproduktion der cytosolische Deleti-
onsmutante LeBoslATMD wurde die a-Amylase-Sekretion hingegen nicht beeinflusst (Abb.
2.17). Dieses Ergebnis lésst darauf schlieen, dass das Qb-SNARE LeBosl eine zentrale Bedeu-
tung fiir den Transport im frithen sekretorischen Weg hat. Des Weiteren zeigen diese Versuche,
dass fiir die Funktion dieses SNARE-Proteins die Anwesenheit der Transmembrandoméne von
essentieller Relevanz ist. In Untersuchungen von SNARE-Proteinen in Sdugern konnte gezeigt
werden, dass die Fusionseffizienz mit zunehmender Linge eines Linkers, vergleichbar mit dem
Fehlen der Transmembrandoméne, der zwischen das SNARE-Motiv und die Transmembran-
doméne inseriert wurde, systematisch abnimmt (McNew et al., 1999). Um die Energiebarriere
der Fusion von Membranen zu {iberwinden benotigt es einen aktiven Mechanismus. Die rdumli-
che Nidhe zweier Membranen ist nicht ausreichend um eine Fusion voranzutreiben (McNew et
al., 2000). Daher nimmt man an, dass die Funktion der SNARE-Komplexe nicht nur darin be-
steht zwei Membranen in rdumliche Néhe zu bringen, sondern dieser auch einen spezifischen
und biologisch relevanten Mechansimus benutzt um die Fusion der Membranen zu begiinstigen
(Weber et al., 1998; Nickel et al., 1999; Parlati et al., 2000; Ungermann et al., 2005; Jahn and
Scheller, 2006).

Auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten mirkoskopischen Studien sowohl in Tabak-
Mesophyll-Protoplasten als auch in den BY-2 Wurzelzellen zeigten eine Beeinflussung des ER-
Golgi-Transports. So kam es bei Koexpression von YFP-LeBos1 mit dem Golgi-Marker Manl-
RFP zu einer teilweisen Umverteilung des Golgi-Markers in das ER (Abb. 2.19 A-C und 2.20).
Aufgrund der Retention des YFP-Signals in das ER-Netzwerk nach der Inkubation mit BFA,

kann von einer Golgi-Lokalisation des YFP-LeBos1 gesprochen werden. Diese Ergebnisse sind
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zwar vergleichbar mit den Resultaten aus den Untersuchungen von Chatre et al. (2005), jedoch
konnte in der vorliegenden Arbeit zusitzlich als Folge der transienten Expression von YFP-
LeBos1 eine vermehrte Aggregat-Bildung beobachtet werden. In diesen Aggregaten kam es zu
einer Kolokalisation der Fluoreszenz-Signale von YFP-LeBos1 und Manl-RFP. Diese Aggrega-
te konnten die Folge der verdnderten Konzentrationsverhéltnisse der ER-Golgi-SNARE-
Proteine und der daraus resultierenden Bildung nicht fusiogener SNARE-Komplexe (Varlamov
et al., 2004) sein. In diesem Falle konnen COPII-Vesikeln zwar noch an die cis-Golgi-Membran
andocken und cis-SNARE-Komplexe ausbilden, aber die Fusion der Membranen bleibt aus und
es kommt zu einer unkontrollierten Anreicherung von Vesikeln am Golgi-Apparat. In Hefen
resultierte die Depletion von Boslp in einer Blockierung des ER-Golgi-Transports und es konn-
ten Akkumulationen von kleinen Transportvesikeln nachgewiesen werden (Shim et al., 1991).
Um allerdings eine moglichst exakte Aussage iiber die Entstehung und Struktur der Akkumula-
tionen in der Pflanzenzelle machen zu konnen, miisste im als nédchstes eine elektronenmikro-

skopische Analyse in stabil transformierten Pflanzen durchgefiihrt werden.

3.3.4. Charakterisierung des Syntaxins LeSed5

Das Qa-SNARE Sed5p aus S. cerevisiae und das dazu homologe Syntaxin 5 aus Sdugern wur-
den am Golgi-Apparat lokalisiert (Hong, 2005; Jahn and Scheller, 2006) und spielen eine zent-
rale Rolle im anterograden Transport vom ER zum Golgi-Apparat wie auch im retrograden
Transport innerhalb des Golgi-Apparates (Banfield et al., 1995; Sacher et al., 1997; Wooding
and Pelham, 1998; Peng and Gallwitz, 2004; Volchuk et al., 2004). In A. thaliana wurde das
homologe Syntaxin AtSYP31 ebenfalls am cis-Golgi (Uemura et al., 2004; Chatre et al., 2005)
lokalisiert und markiert die Zellplatte wahrend der Cytokinese (Rancour et al., 2002). In N. ta-
bacum ist das Syntaxin LeSed5 ebenso Golgi lokalisiert und nimmt, wie in dieser Arbeit gezeigt
wird, eine wichtige regulatorische Rolle in den SNARE-SNARE-Interaktionen des frithen
sekretorischen Weges der Pflanze ein. Die Kombination der in dieser Arbeit durchgefiihrten
mikroskopischen und biochemischen Untersuchungen zeigt eine starke Beeinflussung der CO-
PII- und COPI-abhingigen Transportwege zwischen dem ER und Golgi-Apparat bei Uberpro-
duktion von LeSed5. Dieser Befund widerspricht aktuellen Arbeiten in Pflanzen (Chatre et al.,
2005), erinnert aber an die Resultate von Hardwick and Pelham (1992), die gezeigt haben, dass
die Uberproduktion von Sed5p in S. cerevisiae den ER-Golgi-Transport verlangsamt und zu
einer Akkumulation von Vesikeln fiihrt. In weiteren Studien konnte festgestellt werden, dass die
Uberproduktion von Sed5p auch zu einer Inhibition des Zellwachstums und der Zellteilungsrate
fiihrt (Wooding and Pelham, 1998; Weinberger et al., 2005). Ein ,,Knockout* des SNAREs kann
sogar bis zur Letalitit des Organismus fiihren (Hardwick and Pelham, 1992; Winzeler et al.
1999). In A. thaliana sind ,,gene disruptions® oder ,,Knockouts“ von Syntaxinen ebenfalls letal
(Lukowitz et al., 1996; Sanderfoot et al., 2001; Lipka et al., 2007).
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3.3.4.1. Uberexpression von LeSed5 beeinflusst den Proteintransport des
frihen sekrekorischen Wegs

Die transienten Genexpressionen von wt LeSed5 und der entsprechenden N-terminalen HA-
bzw. XFP-Fusionsproteine in Tabak-Protoplasten zeigten einen drastischen inhibitorischen Ef-
fekt auf die Sekretion von a-Amylase. Ein vergleichbarer Effekt auf die Sekretion konnte durch
die Uberproduktion der N-terminalen Deletionsmutante LeSedSANT erzeugt werden, wohinge-
gen die cytosolischen Derivate keine messbare Beeintridchtigung auf die Sekretion des Repor-
terproteins aufwiesen (Abb.2.21, 2.24 und 2.27). Die Ergebnisse der N-terminalen Deletionsmu-
tante LeSedSANT zeigen, dass die inhibitorische SNARE-Aktivitdt von LeSed5 unabhéngig ist
von der Anwesenheit des N-terminalen Peptids, welches mit dem SM-Protein Slyl interagiert
(Bracher and Weissenhorn, 2002; Yamagucchi et al., 2002). In Hefen und in Séugern haben die
Vertreter der SM-Proteinfamilie regulatorische Funktionen inne. Diese binden an den N-
Terminus der jeweiligen Syntaxine, was zu einer Konformationsdnderung der Syntaxine fiihrt
und die Bindung der SNARE-Komplexe begiinstigt (Dascher and Balch, 1996; Misura et al.,
2000; Kosodo et al., 2002; Peng and Gallwitz 2002; Dulubova et al., 2003, Williams et al.,
2004). Des Weiteren scheint das N-terminale Peptid auch keine Rolle im Targeting von LeSed5
inne zu haben, wie dies in Fluoreszenzstudien in N. tabacum mit der N-terminalen Deletionsmu-
tante YFP-LeSed5SANT gezeigt werden konnte. Diese Deletionsmutante wurde in mobilen
punktférmigen Strukturen, die hochstwahrscheinlich den Golgi-Apparat darstellen, aber auch in
vergroferten punktformigen Strukturen detektiert (Abb. 2.29 D-F). Die Rolle von Slyl ist in
Pflanzen noch nicht untersucht worden. Bis heute wurden nur an zwei SM-Proteinen aus A.
thaliana Studien in Pflanzen durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um das AtVPS45, welches
am TGN lokalisiert ist (Bassham et al., 2000), und um KEULLE, das mit dem Cytokinese-
spezifischen Syntaxin KNOLLE interagiert (Assad et al., 2001).

Im Falle der fehlenden inhibitorischen Aktivitdt auf die Sekretion a-Amylase bei Expression
der cytosolischen LeSed5-Deletionsmutanten (LeSed5SATMD) stehen die Ergebnisse im Gegen-
satz zu den Untersuchungen des Plasmamembran-Syntaxin NtSYR1 (Geelen et al., 2002), in
denen gezeigt wurde, dass nur das cytosolische Protein (SP2) die Sekretion inhibiert, nicht aber
das Wildtyp-Protein selbst. Die Ergebnisse mit LeSed5 sind aber vergleichbar mit denen von
Foresti et al. (2006), welche gezeigt haben, dass eine Uberproduktion des cytosolischen Synta-
xins des priavakuoldren Kompartiments (PVC) SYP21 im Vergleich zum Wildtyp keinen inhibi-
torischen Effekt auf den sekretorischen Weg zeigte. Demnach ist, wie auch im Falle von Le-
Bosl1, die Transmembrandomine des LeSed5S wichtig fiir die Fusionskompetenz und die Regu-
latorische Wirkung des SNARE-Proteins. Bereits in Hefen und Séugern wurde beobachtet, dass
die Anwesenheit und auch die Lénge der Transmembrandoméne von Sed5p bzw. Syntaxin 5 fiir
deren intrazelluldre Lokalisierung entscheidend sind (Banfield et al., 1994; Kasai et al., 2001;

Watson et al., 2001). Erst kiirzlich wurde die Rolle von Transmembrandoménen bei der Memb-
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ranfusion mittels SNARE-Proteinen und viralen Fusionsproteinen diskutiert (Langosch et al.,
2007). In S. cerevisiae fithrten Punktmutationen oder Deletionen der Transmembrandoméne von
Vam3p zu einer reduzierten Fusion der Vakuolen (Rhode et al., 2003; Hofmann et al., 2006).
Auch in Sdugern und C. elegans wurde nach Ersetzen der jeweiligen Transmembrandoméne
oder verschiedener Punktmutationen innerhalb der Transmembrandomidne von SNARE-
Proteinen eine verminderte Fusionsaktivitdt nachgewiesen (Nonet et al., 1998; Saifee et al.,
1998; Grote et al., 2000; Langosch et al., 2001; Xu et al., 2005; Giraudo et al., 2005). Anhand
der in dieser Arbeit durchgefiihrten Lokalisierungsstudien in Tabak-Protoplasten konnte beo-
bachtet werden, dass die Deletionsmutante YFP-LeSedSATMD hochstwahrscheinlich keine
Interaktionen mit den SNARE-Komplexen am Golgi-Apparat eingeht, da das YFP-Signal aus-
schlieBlich im Cytosol und nie zusammen mit dem koexprimierten Golgi-Marker ManI-RFP in
den punktféormigen Strukturen des Golgi-Apparates nachzuweisen war (Abb. 2.29 G-I).

Die Uberexpression von LeSed5 in Tabak-Protoplasten fiihrte nicht nur zu einer Inhibition der
Sekretion von a-Amylase, sondern auch zu einer verminderten Neusynthese von a-Amylase,
was man anhand der Gesamtaktivititen von o-Amylase-Aktivitit im Kulturmedium und in den
Zellen beobachten konnte (Abb. 2.22 B und 2.23 A). Allerdings traten diese beiden Effekte zu
unterschiedlichen Zeitpunkten auf. Wohingegen die Inhibition der a-Amylase-Sekretion bereits
sofort nach der Transfektion der Tabak-Protoplasten zu detektieren war, konnte die verminderte
Neusynthese von a-Amylase erst nach einer Inkubation von vier Stunden beobachtet werden.
Letztendlich scheint die Uberproduktion von LeSed5 eine toxische Wirkung auf den Organis-
mus zu haben und sowohl der anterograde als auch der retrograde Transport zwischen dem ER
und Golgi-Apparat bricht nach Inkubation von 24 Stunden fast vollstindig zusammen (Abb.
2.25 und 2.26). Auch in S. cerevisiage hat eine starke Uberproduktion von Sed5p einen eindeutig
toxischen Effekt (Braun and Jentsch, 2007). In S&ugern inhibiert die Anwesenheit von anti-
Syntaxin 5 Antikorpern das ,tethering™ und die Fusion von COPII-Vesikeln, was eine unerwar-
tete Rolle des SNARE-Proteins aufwérts der Fusion bedeuten kann. In diesen Studien konnte
auch gezeigt werden, dass die Konzentrationen der einzelnen, an der Bildung oder Disas-
semblierung eines SNARE-Komplexes beteiligten Komponenten, wie zum Beispiel die Tethe-
ring-Faktoren p15 und GM130 als auch das a-SNAP, von zentraler Bedeutung sind (Bentley et
al., 2006). Die Uberproduktion des t-SNAREs LeSed5 konnte aufgrund der Limitierung der an
der Fusion beteiligten regulatorischen Proteine zur Bildung nicht fusogener SNARE-Komplexe
(i-SNARESs; Varlamov et al., 2004) fiihren.

Die unterschiedlichen Ergebnisse von Chatre et al. (2005) lassen sich dadurch begriinden, dass
diese Autoren mit C-terminalen Fusionsproteinen gearbeitet haben. In der vorliegenden Arbeit
konnte mittels quantitativer Enzymtests gezeigt werden, dass das C-terminale Fusionsprotein
LeSed5-GFP die Sekretion nicht beeinflusste, wohingegen die Fusion des GFP am N-Terminus
des Syntaxins (GFP-LeSed5) die Sekretion hemmte, die Funktion des SNARE-Proteins also
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nicht beeintrachtigte (Abb. 2.28). Alle in dieser Arbeit untersuchten N-terminalen Fusionsprote-
ine verhielten sich auf die gleiche Art wie die jeweiligen Wildtyp-Proteine. Daher kann man
davon ausgehen, dass die N-terminale Fusion die Methode der Wahl ist. Chatre et al. (2005)
hatten absichtlich die C-terminale Fusion gewihlt, um einer moglichen Beeinflussung mit den
regulatorischen N-terminalen SNARE-Doménen vorzubeugen. Jedoch konnten bereits in friihe-
ren Studien in Hefen und Sdugern keine Beeintrachtigung durch eine N-terminale Fusion der
SNARE-Proteine festgestellt werden (Dascher and Balch, 1996; Nagahama et al., 1996; Rayner
and Pelham, 1997; Wooding and Pelham, 1998; Burri et al., 2003). Aus den quantitativen Daten
(Abb. 2.29) der vorliegenden Arbeit konnte man schlieBen, dass durch die Fusion des GFP-
Proteins an den C-Terminus des SNARE-Proteins (LeSed5-GFP) dieses nicht mehr in der Lage
ist mit den endogenen Komponenten zu interagieren. Somit konnte dieses SNARE-
Fusionsprotein nicht mehr in den cis- oder trans-SNARE-Komplex aufgenommen werden. Mik-
roskopische Daten zeigen aber, dass dieses SNARE-Fusionsprotein zum Golgi-Apparat trans-
portiert und aufgenommen wird (Abb. 2.30 G-L und 2.31 G-I) und es somit quasi als Golgi-
Marker fungieren kann.

Unléngst wurde gezeigt, dass Molekille mit endstindiger Transmembrandoméne in SRP-
unabhéngiger Weise mit Hilfe des cytosolischen TRCs (,,TMD recognition complex®) in die
ER-Membran transloziert werden konnen (Stefanovic and Hedge, 2007). Allerdings kann dieses
Protein, durch eine Verldngerung des Polypeptids ,,upstream‘ iiber die Transmembrandoméne
hinaus, sowohl in SRP-abhéngiger als auch in TCR-abhéngiger Weise in das ER inseriert wer-
den. Ob die Art der Insertion der SNARE-Proteine in die ER-Membran eine Auswirkung auf die
Funktionalitit der SNARES hat, ist bis heute noch nicht geklart.

3.3.4.2. Lokalisierung von LeSed5 im frihen sekretorischen Weg

Beide ,,full-length* LeSedS-XFP-Fusionsvarianten (C- und N-terminale XFP-Fusionen) konnten
am Golgi-Apparat lokalisiert werden. Die transiente Expression des funktionellen GFP-LeSed5
fiihrte mit ansteigender Inkubationszeit vermehrt zur Bildung von Aggregaten (Abb. 2.30 A-C).
Die Signale des LeSed5-GFP hingegen waren auch nach langer Inkubationszeit in den punkt-
formigen Strukturen des Golgi-Apparates zu beobachten und eine Aggregatbildung blieb in
diesem Falle aus (Abb. 2.30 G-I). Wurde XFP-LeSed5 zusammen mit Marker-Proteinen
koexprimiert, welche in der Regel COPII-abhéngig vom ER zum Golgi-Apparat transportiert
werden, so erreichte keines der Marker-Proteine sein typisches Zielkompartiment. Sowohl die
Golgi-Marker ManI-RFP (Abb 2.29 A-C) und ST-GFP (Abb. 2.31 A-C), als auch der Plasma-
membran-Marker RFP-TMD23 (Abb. 2.31 D-F) und das Plasmamembran-Syntaxin YFP-
SYPI121 (Abb. 2.34) blieben groBtenteils im ER zuriick oder waren in Aggregaten kolokalisiert

zu finden.
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Bei mikroskopischen Studien von YFP-LeSed5 koexpremiert mit secGFP bzw. GFP-HDEL
konnte der inhibitorische Effekt von ,,full-length* LeSed5-Derivaten auf die Sekretion der 16sli-
chen Reporterproteine o-Amylase und o-Amylase-HDEL, welche im frithen sekretorischen
Weg COPII- bzw COPI-abhéngig transportiert werden, ebenso beobachtet werden. So wurde
secGFP groftenteils in den tubuldren Strukturen des ERs zuriickgehalten (Abb. 2.32). Im Falle
von GFP-HDEL, welches zwischen dem ER und Golgi-Apparat zykliert, konnte bei Koexpres-
sion mit YFP-LeSed5 ein deutliches Aufbldhen der ER-Strukturen festgestellt werden (Abb.
2.33). Diese Ergebnisse deuten auf eine Blockierung des anterograden COPII-abhéngigen
Transports hin. Ein méglicher gewebespezifischer Effekt (Blattmesophyllzellen vs. Wurzelzel-
len) kann in diesem Falle ausgeschlossen werden, da auch eine Kotransfektion von BY-2 Wur-
zelzellen mit GFP-LeSed5 und Manl-RFP zu einer Fehllokalisierung des Golgi-Markers in das
ER und zu einer vermehrten Aggregatbildung des GFP-Signals mit zunehmender Inkubations-
dauer fiihrte (Abb. 2.37). Wahrscheinlich ist, dass sowohl die Inkubationsdauer, als auch die
Stiarke der Expression eine Rolle bei der Lokalisierung von LeSedS5 spielen. Erst nach Lokalisie-
rungsstudien in transient transfektierten Bléttern von stabil transformierten ST-CFP Tabak-
pflanzen konnten bei einer niedrigen Expressionsrate des YFP-LeSed5 das Signal des SNARE-
Proteins zusammen mit dem Signal des Golgi-Markers in den mobilen punktférmigen Struktu-
ren des Golgi-Apparates detektiert werden (Abb. 2.38). Somit kann man annehmen, dass so-
wohl im Falle des inhibitorischen SNARE-Fusionsproteins XFP-LeSed5, als auch im Falle des
scheinbar inaktiven LeSed5-GFP, das Zielkompartiment der Golgi-Apparat ist.

Fiir ein weiteres Kontrollexperiment zur moglichen Lokalisierung des Syntaxins LeSed5 am
Golgi-Apparat wurden ,,full-length® LeSed5-Derivate expremierende Tabak-Protoplasten mit
BFA behandelt. Es ergab sich eine interessante Beobachtung. Wéhrend das C-terminale Fusi-
onsprotein LeSed5-GFP nach BFA-Behandlung eine partielle Umverteilung des GFP-Signals in
das ER zeigte (Abb. 2.30 J-L), konnte im Falle des N-terminalen Fusionsproteins GFP-LeSed5
eine BFA-Resistenz beobachtet werden (Abb. 2.30 D-F).

Es stellt sich nun die Frage: Was stellen diese punktformigen Strukturen verschiedener Grofe,
die wihrend der Uberproduktion von GFP-LeSedS5 entstehen, tatsichlich dar?

In Sdugern konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit BFA eine Riickverteilung von
Golgi-Enzymen in das ER bewirkt, wihrend eine Reihe von Strukturproteinen, wie zum Bei-
spiel die ,,Golgins®, intakt im Cytosol zuriickbleiben (Seemann et al., 2000). Unter physiologi-
schen Bedingungen stellen die Strukturproteine wihrend der Telophase eine Art Geriist fiir die
ER-abgeleiteten Golgi-Enzyme bereit (Seemann et al., 2002). Ahnliche Bedingungen werden
auch nach dem Auswaschen von BFA angenommen. Daher scheint die BFA-Behandlung in
Sdugerzellen eine dhnliche Reaktion hervorzurufen, wie der Eintritt der Zellen in die Mitose,
welcher eine Inaktivierung von Arfl zur Folge hat (Altan-Bonnet et al., 2003; Kap. 2.3.2 und
3.3.1). Weitere Beobachtungen des Golgi-Apparates wihrend der Zellteilung in Sdugerzellen
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lassen vermuten, dass in der Pro-Metaphase Fragmente des Golgi-Apparates in der Nahe von so
genannten ,,ER exit sites* akkumulieren, bevor diese wihrend der Metaphase vollstindig in das
ER aufgenommen werden und dieses dann letztendlich selbst fragmentiert (Altan-Bonnet et al.,
2006). Obwohl auch in Pflanzen viele homologe ,,Golgins“ zu finden sind, fragmentiert der
Golgi-Apparat in hoheren Pflanzen wihrend der Mitose nicht (Latijnhouwers et al., 2005).
Moglicherweise sind die stabilen BFA-resistenten LeSed5-Kompartimente mit den pro-
metaphasischen Golgi-Fragmenten aus Sdugerzellen nach BFA-Behandlung zu vergleichen.
Interessanterweise konnte in Sdugerzellen gezeigt werden, dass ,,gene silencing* von Syntaxin 5
mittels RNAi zur Fragmentation des Golgi-Apparates fithrte (Suga et al., 2005). In S. cerevisiae
hingegen fiihrte die Uberproduktion von Sed5p zu einer Anreicherung von Vesikeln (Hardwick
and Pelham, 1992).

Ob es sich bei den durch die Uberproduktion entstandenen Aggregaten von XFP-LeSed5 in N.
tabacum um eine Akkumulation von Vesikeln oder um Golgi-Fragmente handelt, kann nur
durch elektronenmikroskopische Studien ermittelt werden. Dafiir sind zum Beispiel stabil trans-
formierte XFP-LeSed5 bzw. LeSed5-XFP BY-2 Zelllinien unter einem induzierbaren Promotor
notig. Damit konnen dann auch vergleichende Studien auf ultrastruktureller Ebene zwischen C-
und N-terminalem LeSed5 durchgefiihrt werden. Hierzu wurde zunéchst die stabil transformier-
te BY-2 LeSed5-GFP Zelllinie unter einem induzierbaren Promotor hergestellt. Die Behandlung
der LeSed5-GFP BY-2 Zelllinie mit BFA fiihrte zur Bildung von grolen Aggregaten, die sich
hauptsichlich in der Nihe des Zellkerns formierten (Abb. 2.39). Vergleicht man dieses Ergebnis
mit denen der Kontroll-Zelllinie (Gonst1-YFP; Abb. 2.40), so kann man daraus schlieen, dass
das LeSed5-GFP ebenfalls am Golgi-Apparat lokalisiert ist. Bereits in mehreren Untersuchun-
gen wurde festgestellt, dass die BFA-Behandlung in BY-2 Zellen zur Akkumulation von Golgi-
und ER-Membranen fiihrte (Nebenfuhr et al., 2002; Ritzenthaler et al., 2002; Langhans and
Robinson, 2007).

Zusitzlich wurde fir die notwendige Visualisierung des LeSed5-GFP durch Immunogoldmar-
kierung auf Ultra-Diinnschnitten ein Antikorper gegen das Syntaxin LeSedS selbst hergestellt.
Bedauerlicherweise waren sowohl ein kommerziell verfiigbarer anti-GFP als auch der anti-
LeSed5 zu unspezifisch in ihrer Markierung um eine eindeutige Aussage tliber die Lokalisierung
von LeSed5 in der Zelle treffen zu konnen. Die Diskussion stiitzt sich daher auf die gewonne-
nen Daten aus CLSM-Studien. Allgemein bleibt ein gewisser Unsicherheitsfaktor bei der Fluo-
reszenzlokalisierung schon allein aus technischen Griinden (Auflgsungsvermogen des Fluores-

zenzmikroskops) bestehen.
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3.3.4.3. Einfluss von LeSed5 auf den Transport vakuolarer Proteine

Sowohl die quantitativen Analysen als auch die mikroskopischen Untersuchungen des Trans-
ports vakuolérer Reporterproteine bei Koexpression mit LeSed5 ergaben interessante Ergebnis-
se. Die Uberproduktion von LeSed5 beeinflusste weder das Sekretionsverhalten des 15slichen
Kargoproteins o-Amylase-spo (Abb. 2.36) noch den Transport des Tonoplasten-Syntaxins At-
Vam3 (Abb. 2.35). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Proteine unter anderem in
COPII-unabhéngiger Weise aus dem ER in die Vakuole bzw. zum Tonoplasten transportiert
werden konnen. In Pflanzen gibt es mehrere Hinweise darauf, dass es hdchstwahrscheinlich
mehrere Transportwege vom ER zur Vakuole gibt. Bereits Gomez and Chrispeels (1993) be-
richteten, dass es in Tabak-Protoplasten neben dem BFA-sensitiven Transport 16slicher vakuola-
rer Proteine noch einen zweiten, BFA-resistenten und COPII-unabhidngigen Transport vakuola-
rer Membranproteine zu geben scheint. In Tabak-Protoplasten konnte ebenfalls gezeigt werden,
dass vakuoldre Membranproteine mittels zwei separater Transportwege zur Vakuole transpor-
tiert werden konnen (Jiang and Rogers, 1998). So genannte PAC-Vesikel (,,precursor-
accumulating vesicles), welche wahrscheinlich COPII-unabhingige ER-Export-Strukturen
darstellen, wurden gleichfalls beschrieben (Hara-Nishimura et al., 1998). Mogliche Hiillproteine
dieser Carrier wurden noch nicht identifiziert. Térmekangas et al. (2001) beobachteten, dass die
vakuolédre Sortierungsdoméne PSI (,,plant-specific insert) der Aspartat-Proteinase Phytepsin
die Transportroute des Proteins beeinflussen kann. Wird diese Doméne deletiert, so wird das
Deletionsprotein COPII-unabhéngig zur Vakuole transportiert. Um den in dieser Arbeit beo-
bachteten moglichen COPII-unabhéngigen Transport von a-Amylase-spo und AtVam3 in Ta-
bak-Protoplasten zu iiberpriifen, bedarf aber es weiterer Kontrollexperimente. Eine Uberproduk-
tion des am ER lokalisierten Sarl-GEFs AtSec12 fiihrt zu einer vollstdndigen Blockade des
COPII-abhéngigen ER-Exports (Phillipson et al., 2001). Sollte es sich um wirklich COPII-
unabhéngigen ER-Export handeln, so sollte im Falle einer Koexpression von Secl2 mit a-
Amylase-spo bzw. Vam3 kein Effekt auf deren ER-Export zu beobachten sein. Erst kiirzlich
wurde berichtet, dass der Transport von Anthocyaninen in Keimlingen von A. thaliana vom ER
zur Protein-Speichervakuole in einer Golgi-unabhingigen Weise von statten geht (Poustka et
al., 2007). Ob es sich um einen COPII- und zugleich Golgi-unabhéngigen Transport von o-

Amylase-spo und Vam3 handelt, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter thematisiert.
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3.4. SNARE-Interaktionen sind die essentiellen Komponenten

im frihen sekretorischen Weg

SNARE-Interaktionen im frithen sekretorischen Weg sind aus Sdugern und Hefen bereits ldnger
bekannt. In Pflanzen beginnt man erst jetzt, mit bekannt werden der genomischen Daten und
den fortschreitenden Visualisierungstechniken die einzelnen Komponenten und deren Interakti-
onen im frithen sekretorischen Weg zu verstehen. Obwohl zunéchst nur das Syntaxin LeSed5 im
Fokus der Untersuchungen stand, muss nach den vorliegenden Ergebnissen der Lokalisierung
und Funktionalitdt samtlicher im SNARE-Komplex vorkommender Komponenten, unbedingt
die Komplexitit der Verkniipfungen der einzelnen Komponenten untereinander mit in Betracht
gezogen werden. Unter diesen Aspekten konnte folgende Hypothese aufgestellt werden:

Im Falle der Lokalisierungsstudien der SNARE-Proteine des frithen sekretorischen Wegs lassen
sich die Ergebnisse dieser Arbeit nur teilweise mit den bisherigen Beobachtungen von Uemura
et al. (2004) und Chatre et al. (2005) in Einklang bringen. Das v-SNARE LeBetl, das Qb-
SNARE LeBos1 sowie das Syntaxin LeSed5 sind nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
am Golgi-Apparat lokalisiert, wohingegen das R-SNARE LeSec22 sowohl am Golgi-Apparat
als auch in tubuldren Strukturen des ERs zu beobachten ist. Diese Beobachtungen sind daher
konform zu den Lokalisierungsstudien der Homologen SNARE-Proteine aus A. thaliana.
Allerdings unterscheiden sich die funktionellen Daten dieser Arbeit in vielen Aspekten von den
Befunden aktueller Veroffentlichungen (Chatre et al., 2005). Die Koexpressionen von LeBetl
und LeSec22 jeweils zusammen mit dem Reporterprotein a-Amylase hatten keinen Einfluss auf
die Sekretion von a-Amylase in Tabak-Protoplasten (Abb. 2.6 und 2.13). Im Falle von LeSec22
wurden zusitzlich Koexpressionsstudien mit a-Amylase-HDEL durchgefiihrt, da dieses SNA-
RE-Protein hochstwahrscheinlich wie die Homologen aus S. cerevisiae und H. sapiens auch
eine Rolle im retrograden Transport vom cis-Golgi zum ER spielt. Auch hier konnte keine Ver-
dnderung im Sekretionsverhalten von a-Amylase-HDEL festgestellt werden, was dafiir spricht,
dass weder der anterograde noch der retrograde Transport zwischen dem ER und Golgi-Apparat
bei Uberexpression des R-SNAREs LeSec22 beeinflusst wird (Abb. 2.13). Die Uberproduktion
des Qb-SNAREs LeBosl hingegen induzierte eine dosisabhéngige Inhibierung der Sekretion
von a-Amylase in vivo. Auch als Folge der Uberproduktion des Syntaxins LeSed5 sank die
Sekretion der a-Amylase und der a-Amylase-HDEL mit steigenden Expressionsraten von Le-
SedS5 drastisch ab (Abb. 2.18 und 2.25). In beiden Fillen konnte vermehrt a-Amylase-Aktivitat
in den Protoplasten gemessen werden, was auf eine Akkumulation von a-Amylase in diesen
hindeutet. Dieser Effekt ldsst sich durch eine Beeintrichtigung des sekretorischen Transport-
wegs erkldaren, wobei wahrscheinlich der ,,default pathway* betroffen ist, da die a-Amylase
kein Sortierungssignal tragt und normalerweise mit dem ,,bulk flow* sekretiert wird (Pfeffer and

Rothman, 1987). In S. cerevisiae ist bekannt, dass die Konzentrationsverhéltnisse einzelner
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Komponenten des tetramerischen SNARE-Komplexes, zu dem auch die LeSed5 und LeBosl
Homologen Sed5p und Boslp gehdren, entscheidend fiir die Fusion sind. Liegt ein SNARE des
cis-SNARE-Komplexes im Uberschuss vor, kann dies zur Bildung nicht funktioneller Komple-
xe fithren (Varlamov et al., 2004). Die Entdeckung dieser inhibierenden SNARE (i-SNARE)
Aktivitdt lasst vermuten, dass diese nicht funktionellen SNARE-Komplexe zur Regulation der
vielen verschiedenen miteinander verkniipften Transportwege beitragen konnen.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur Charakterisierung
des Syntaxins LeSedS5 in vivo zeigten auBerdem, dass die Uberproduktion von LeSed5 das Sek-
retionsverhalten des vakuoldren Reporterproteins ai-Amylase-spo sowie den Transport von At-
Vam3 in den Tonoplasten nicht beeinflusst (Kap. 2.6.2.6). Unter diesem Aspekt konnte die
Hypothese aufgestellt werden, dass diese Proteine wahrscheinlich COPII-unabhéngig zur Vaku-
ole transportiert werden. Ein weiterer wichtiger Aspekt betrifft die Erhaltung der Funktion des
SNARE-Proteins. Durch die Fusion des GFP-Proteins an das C-terminale luminale Ende des
SNARE-Proteins konnte eine inhibitorische Wirkung auf das Sekretionsverhalten von o-
Amylase nicht mehr festgestellt werden (Abb. 2.29). Dieses Ergebnis ldsst vermuten, dass die
Fusion des GFPs an den C-Terminus den Verlust der fusiogenen Aktivitit des SNARE-
Fusionsproteins zur Folge hat. Jedoch hat dieser mégliche Funktionsverlust letztendlich keinen
Einfluss auf die Lokalisierung des Proteins im Golgi-Apparat (Abb. 2.30 G-L). Im Falle der
Lokalisierungsstudien von LeSed5 konnte eine weitere interessante Beobachtung gemacht wer-
den. Die bei der Expression des inhibitorisch wirkenden XFP-LeSed5 gebildeten Aggregate
zeigen eine BFA-Resistenz (Abb. 2.30 A-F). Welche Strukturen diese Aggregate darstellen
konnte allerdings im Rahmen dieser Arbeit nicht beantwortet werden.

Fiir die detailliertere intrazelluldre Lokalisierung von LeSed5 werden zurzeit hochdruckgefrore-
ne Ultradiinnschnitte von Arabidopsis-Wurzelspitzen hergestellt, die mit den Antikérpern, die
spezifisch gegen das Syntaxin LeSed5 gerichtet sind, markiert werden sollen. Das Meer-
schweinchenserum, das gegen GST-LeSed5SAC hergestellt wurde, muss dazu affinitidtschroma-
tographisch aufgereinigt werden, da es im unaufgereinigten Zustand unspezifisch ist. Die bishe-
rigen Untersuchungen sind erst der Anfang zum Verstdndnis der komplexen Zusammenhénge

der SNARE-Interaktionen im frithen sekretorischen Transportweg der Pflanze.
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4. Material und Methoden

4.1. Chemikalien, Materialien und Enzyme

Alle verwendeten Laborchemikalien mit dem Reinheitsgrad pro analysis (p.a.) wurden, soweit
nicht anders aufgefiihrt, von den Firmen Applichem (Darmstadt), Amersham Bioscience (Frei-
burg), Serva (Heidelberg), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) be-
zogen. Organische Losungsmittel stammten von den Firmen Riedel-de Haen (Hannover) und
Merck. Substanzmischungen fiir die Herstellung von Kulturmedien wurden von den Firmen
Duchefa (Harlem, Niederlande), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Deisenhofen) geliefert. Enzyme
wie Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase, alkalische Phosphatase, DNA-Polymerasen,
RNase, sowie GroBBenmarker von DNA und Proteinen wurden von den Firmen Amersham Bios-
cience (Freiburg), Invitrogen (Karlsruhe), MBI Fermentas (Heidelberg), New England Biolabs
(Frankfurt/Main), Roche (Mannheim), Finnzymes (Espoo, Finnland), Serva und Stratagene
(Heidelberg) verwendet. Nitrocellulosemembranen lieferte die Firma Pall (Dreieich), ECL-

Filme wurden von Amersham Bioscience bezogen.

4.2. Bakterienstamme und Plasmide

4.2.1. Bakterienstamme

Zur Klonierung und Amplifikation von Plasmiden wurden anfangs die E.coli Stimme DH5a
und NovaBlue verwendet, im weiteren Verlauf der Arbeit wurde allerdings fast ausschlielich
mit dem E.coli Stamm MC1061 gearbeitet, da dieser eine hohere Wachstumsrate aufweist (Ta-
belle 4.1). Die Expression von Proteinen erfolgte in dem E. coli Stamm BL21 (Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme zur Klonierung und Amplifikation von

Plasmiden bzw. zur Expression von Proteinen inklusive zugehdrender Merkmale und Referenzen.

E. coli-Stamm wesentliche Merkmale Referenz
DH5a F, endAl, hsdR17, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl (Hanahan, 1983)
MC1061 F, araD1394(ara leu) 76964(lac Y74) galU galK hsdr hsdM™ | (Casadaban and

StrA Cohen, 1980)
NovaBlue endAl hsdR17(rx;; mgj, ) SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl | Novagen, Darmstadt
lacE’[proA*B* lacl“ZAM15::Tn10 (TcV)]
BL21 F’, ompT, hsdS(rB-,mB-), gal, dcm Firma  Amersham
Bioscience

Die Agrobakterien-vermittelte Transformation von BY2 Zellen zur stabilen Genexpression
(Kap. 4.12) und die Agrobakterien-vermittelte Infiltration von Tabakbléttern zur transienten
Genexpression (Kap. 4.11) wurden mit Hilfe der A. tumefaciens-Stamme L.BA4404 (Hoekema,
1983) bzw C58C1 (Deblaere, 1985) durchgefiihrt.
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4.2.2. Verwendete Plasmide

Zur Klonierung der durch PCR-Amplifikation gewonnenen Gene und zur transienten Expressi-
on in Tabak-Protoplasten wurde folgender modifizierter pUC18-Vektor (von Dr. J. Denecke,
University of Leeds, zur Verfiigung gestellt) verwendet:

e modifizierter pUC18-Vektor:

35S-Promotor, nos-Terminator, amp"

Zur bakteriellen Expression von Proteinen wurde in dieser Arbeit folgender kommerziell erhélt-
licher Vektor verwendet:
e pGEX-4T3 (Amersham Biosciences):
pBR3220ri, tac-Promotor, lacl’, Glutathion-S-Transferase-ORF, amp"

Zur Transformation von BY-2 Zellen (4.12) und transienten Genexpression in Epidermiszellen
von Tabak (4.11) wurden folgende Vektoren verwendet:
e pTA7002 (Aoyama and Chua, 1997):
induzierbarer Promotor (Dexamethasone), kan" fiir Selektion in E. coli und Agrobakte-
rium, hyg' fiir Selektion in Pflanzen
e pDEI1001 (Denecke et al., 1992):
35S-Promotor, nos-Terminator, amp' fiir Selektion in E. coli, sp" und sm" fiir Selektion

in Agrobakterium, kan" als Selektionsmarker in Pflanzen

4.2.3. Desoxyoligonukleotide

Alle verwendeten Desoxyoligonukleotide wurden von der Firma Sigma-ARK (Darmstadt) be-
zogen. Die Sequenzen der Desoxyoligonukleotide sind jeweils in 5'- 3'- Orientierung angege-
ben. Die in der ersten Spalte angegebenen Zahlen geben die Position des Desoxyoligonukleotids
innerhalb der im Anhang angefiigten entsprechenden Sequenz an. Die unterstrichenen Nukleoti-

de zeigen die Erkennungssequenz des entsprechenden Restriktionsenzyms.

LeSed5-spezifische Oligonukleotide:

HASed5FL Clal for CTCTATATCGATG TATCCATATGATGTTCCTGAT-
() TATGCTCCTGTGAAAGTAGCAAGTGC
HASedSFL BamHI rev TGCTTCGGATCCCTATGCCACG

(1026- )

HASed5cyt BamHI rev TGCTTCGGATCCTACTTAATCATTAG
(972- )

HASed5dNT Sacl for GCTGAGCTCGAGGAACAGAGGAC
(139-152)

HASed5dNT BamHI rev TGCTTCGGATCCCTATGCCACG
(1026-1017)

HASed5dNTcyt BamHI rev CGGGATCCTACTTAATCATTAGCCACC
(972-956)

SedSFL Xhol for TACCGCTCGAGATGCCTGTGAAAGTAGC
(1-17)
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Sed5FL Ncol rev
(1023-1009)

CATGCCATGGCTCCACCTCCTGCCACGAAAAATAG

GexSed5SLBamHI for TTCGTGGATCCCCTGTGAAAGTAGCAAGTGC

(4-23)

GexSed5SLXhol rev GGACCATGCTCGAGACCTACTTAATCATTAGCCACCG
(972-955)

Sed5FL_FOR_Clal
(1-23)

CTCTATATCGATGCCTGTGAAAGTAGCAAGTGC

LeBetl-spezifische Oligonukleotide:

HABet1FL Sacl for
(4-19)

GCTGAGCTCAGTTATCGGAGGGATC

HABet1FL BamHI rev
(438-424)

CGCGGATCCCTAATTTGGATGAAC

HABetlcyt BamHI rev
(339-325)

CGCGGATCCTAGAAGTATCCAACAAG

BetIFL_FOR_Clal
(1-23)

CTCTATATCGATGAGTTATCGGAGGGATCATCG

LeBosl-spezifische Oligonukleotide:

HABos1FL Sacl for
(4-13)

TATACTGAGCTCGCAACGGCGG

HABosIFL BamHI rev (738-725) | CGGGATCCTCATCTTGTCCACC

HABoslcyt BamHI rev
(687-672)

GCGGATCCTACCCTGCATACTTGATC

BosIFL_FOR_Clal
(1-24)

TCTATATCGATGGCAACGGCGGTTGGGATCGGA

LeSec22-spezifische Oligonukleotide:

HA-Sec22FLfor Sacl
(4-23)

GATTATGCTGAGCTCGTGAAGTTGACTTTGATTGC

HA-Sec22FLrev BamHI
(657-636)

CTGCTTCGGATCCTCACCAGATCTTTGTTCTGAGC

HA-Sec22cytrev BamHI
(573-553)

CTGCTTCGGATCCCTACTGACGATTTAAGTCTTTTGC

HA-Sec22ntfor Sacl
(217-236)

GATTATGCTGAGCTCCTGACAATGTGTGATCGCTC

Sec22FL_FOR Clal
(1-28)

CTCTATATCGATGGTGAAGTTGACTTTGATTGCTCGCG

Sonstige Oligonukleotide:

T-nos Re CCCATCTCATAAATAACGTCATGC
P-35S For ATGACGCACAATCCCACTATCC
HA oligol CGATGCTCGAGTATCCATATGATGTTCCTGATTATGCTGAGCTCG

HA oligo 2a GATCCGAGCTCAGCATAATCAGGAACATCATATGGATACTCGAGCAT

GFP linkerl GATCTCAGCAGGTGGAGCAT

GFP linker2 CGATGCTCCACCTGCTGA

pGEX for ATA GCATGG CCTTTG CAG G

pGex rev GAG CTG CAT GTG TCA GAG G
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4.3. Antikorper

4.3.1. Primare Antikorper

Nachfolgend sind die benutzten Primarantikorper einschlieBlich der zu ihrer Herstellung ver-

wendeter Antigene aufgefiihrt, sowie die im Western-Plot verwendeten Verdiinnungen oder

Konzentrationen und zugehorige Verweise.

polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen das green fluorescent protein (GFP) aus Ae-

quorea victoria; Verdiinnung: 1:2000, Molecular Probes (Gottingen)

monoklonaler Antikdrper aus Maus gegen das Influenza Hemagglutinin Epitop (HA) beste-
hend aus neun Aminosduren (YPYDVPDYA), Verdiinnung: 1:1000, Covance (Berkley,
CA)

polyklonaler Antikdrper aus Meerschweinchen gegen das SNARE Protein SedS aus Lyco-

persicon esculentum (Tomate); Verdiinnung 1:2000, Eurogentec (Seraing, Belgien)

polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen a-Amylase, Verdiinnung: 1:2000, von Birte

Svensson von Carlsberg Laboratory (Copenhagen, Danemark)

polyklonaler Antikorper aus Kaninchen gegen AtSYP31, Verdiinnung 1:2000, von Michael
R. Blatt (University of Glasgow, Schottland)

4.3.2. Sekundare Antikorper

polyklonaler Antikorper aus Ziege gegen Kaninchen IgG, an den Meerrettich Peroxidase
gekoppelt war; Verdiinnung 1:20 000; Sigma (Deisenhofen)

polyklonaler Antikorper aus Ziege gegen Maus IgG, an den Meerrettich Peroxidase gekop-
pelt war; Verdiinnung 1:20 000; Sigma (Deisenhofen)

polyklonaler Antikdrper aus Ziege gegen Meerschweinchen IgG, an den Meerrettich Pero-
xidase gekoppelt war; Verdiinnung 1:20 000; Sigma (Deisenhofen)
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4.4. Computeranalyse von DNA und Proteinsequenzen

Die DNA- und Proteinsequenzen der in dieser Arbeit untersuchten SNAREs aus Tomate (Lyco-
persicon esculentum) wurden mit Hilfe der jeweiligen Arabidopsissequenzen (ermittelt aus

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf der Homepage des ,sol genomics network™

(http://www.sgn.cornell.edu/index.pl) unter Verwendung des Programms BLAST (Altschul et

al., 1990), sowie der jeweiligen ,,Gene Accession Numbers* unter http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/
ermittelt. Die entsprechenden EST Klone aus Tomate (Lycopersicon esculentum), cLEN7D17
(LeSyp31, LeSed5S), cLEC38A14 (LeBS14a, LeBetl), cTOF3005 (LeMEMBI11, LeBosl) und
c¢TOF1110 (LeSec22) wurden direkt von dem Clemson University Genomics Institute (Clemson,
USA) angefordert.

Die DNA-Sequenzanalyse, sowie das Alignment der Proteinsequenzen wurde mit den Pro-

grammen ,,BioEdit“ (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Hall, 1999) wund

,»ClustalW*, ein online Service des European Bioinformatics Institute (http://www.ebi.ac.uk/

clustalw) (Thompson et al., 1994), unter Verwendung der Ahnlichkeitsmatrix ,,Blossum62*

durchgefiihrt.

4.5. Pflanzenmaterial

Fiir die vorliegende Arbeit wurden Tabakpflanzen verschiedener Cultivare und Zellkulturen aus

Tabakwurzelzellen verwendet.

4.5.1. Kultivierung der Tabakpflanzen im Gewachshaus

Die Anzucht und Kultur der Tabakpflanzen Nicotiana tabacum cv. Petit Havana (Maliga et al.,
1973) erfolgte im Gewéchshaus unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit, 24°C).
6-8 Wochen alte Pflanzen mit einer Hohe von maximal 60 cm dienten als Ausgangsmaterial fiir

die Transformation von Tabakblittern durch Agrobakterien.

4.5.2. Kultivierung von sterilen Tabakpflanzen in vitro

Die Anzucht und Kultur der Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum, Okotyps SR1) erfolgte unter
Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit, 24°C) und sterilen Bedingungen auf festem
Néahrmedium (4,30 g/l MS medium basal salt mixture [Duchefa Biochemie, Harlem, Niederlan-
de, M0221.0050]; 20 g/l Saccharose; 0,2 g/l MES; pH 5,7 mit KOH eingestellt; 0,8 g/l Agar) in
WECK-Glésern (WECK, Wehr). Anzuchtgldser und Medien wurden autoklaviert. Nach Abkiih-
lung der Medien auf ungefdhr 60°C wurden jeweils 100 ml in ein Weckglas gefiillt. Vor der
Aussaat wurden die Samen durch zweiminiitige Inkubation in 12 %iger Natriumhypochloritl-
sung oberfldchensterilisiert, anschliefend dreimal mit ddH,O gewaschen und zur Keimung auf

das feste Ndhrmedium pipettiert. Nach einer Woche wurden die Pflanzen vereinzelt. Zur

103



Material und Methoden

in vitro-Vermehrung wurden etwa alle sechs bis acht Wochen Spross-Stecklinge geerntet und in
neues Ndhrmedium gesetzt. Stecklinge wurden bis zur Blatternte 4-6 Wochen unter den oben

genannten Bedingungen angezogen.

45.3. Zellkulturen

Alle Arbeiten an den Zellkulturen erfolgten unter sterilen Bedingungen in der Impfbank (He-

raeus® HERA guard HPH12, Hanau).

45.3.1. BY-2 Suspensionszellkultur

Die Kultivierung der Tabak Bright Yellow 2 (BY-2)-Suspensionszellkultur erfolgte im Dunkeln
bei 25°C und 100 rpm in einem Orbitalschiittler (innova™ 4340, New Brunswick Scientific
GmbH, Niirtingen) unter Verwendung von MS-Medium (4,30 g/l MS medium basal salt mixtu-
re [Duchefa Biochemie, Harlem, Niederlande, M0221.0050]; 30 g/l Saccharose; 0,2 mg/l 2,4-D;
200 mg/l KH,PO,; 100 mg/l Myoinositol; 1 mg/l Thiamin; pH 5,8 mit KOH eingestellt). Die
Kulturen wurden wdochentlich in einem Verdiinnungsverhiltnis von 1:50 in frischem Medium
subkultiviert. Die Zellen wurden ca. vier Tage nach der Subkultivierung (log Wachstumsphase)

fiir die transiente Expression und EM Fixierung verwendet.

4.6. Allgemeine molekularbiologische Methoden

Alle in Laborhandbiichern wie (Sambrook et al., 1989) beschriebenen und allgemein iiblichen

molekularbiologischen Methoden sind nicht niher dargestellt.

4.6.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase- Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein zyklischer Prozess,
der die selektive in vitro Amplifikation von DNA Sequenzen mit Hilfe zweier sequenzspezifi-
scher Oligonukleotidprimer ermoglicht (Saiki et al., 1988). PCR-Ansédtze wurden in einem Ge-
samtvolumen von 50 ul mit 10 pmol spezifischen Oligonukleotiden, 100 ng cDNA oder 1 —
10 ng Plasmid-DNA als Templat, 0,2 mM je Nucleotid, 1 U Pfu- , 1 U DeepVent- oder 1 U
Phusion-DNA-Polymerase und entsprechendem 1*PCR-Puffer hergestellt. Die anschlieBende
Reaktion wurde in einem PTC-200 Peltier Thermal Cycler der Firma Biozym (Hess, Oldendorf)
durchgefiihrt. Ublicherweise wurde der Ansatz zur Denaturierung des Templats fiir 3 min bei
95°C aufgeheizt und anschlieBend das Enzym zum Starten der Reaktion dazugegeben. Der fol-
gende Reaktionszyklus wurde 25 — 35 Mal wiederholt und abschlieBend zur zusétzlichen Ket-
tenverldangerung 5 — 10 min bei 72°C inkubiert:

Denaturierung des Templats: 30 s bei 95°C

Anlagerung der Oligonukleotide: 60 s bei 55 — 60°C
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Kettenverldngerung: 30 - 60 s bei 72°C
Nach Beendigung der PCR Reaktion wurde der Cycler auf 4°C abgekiihlt und bis zur Entnahme

der Proben bei dieser Temperatur gehalten.

4.6.2. Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA-Frag-
menten aus Agarosegelen

Fiir die analytische bzw. prérarative Auftrennung von DNA-Fragmenten fand die Agarose-
Gelelektrophorese mit 0,8 %.Agarose in TAE bei 100 V Anwendung. Im Agarosegel enthalte-
nes Ethidiumbromid (0,5 pg/ml) als DNA Interkalator firbte die DNA. Uber das Geldokumen-
tationssystem Kodak Electrophoresis Documentation and Analysis System (EDAS) 290 erfolgte
die Erfassung der DNA Fragmentgrofen. Die Isolierung und Aufreinigung von DNA-
Fragmenten aus Agarosegelen wurde nach dem Protokoll des NucleoSpin Extract Kits der Fir-

ma Macherey-Nagel (Diiren) durchgefiihrt.

4.6.3. Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktions-Endonukleasespaltungen von DNA-Fragmenten und Plasmid-DNA wurden
grundsétzlich in einem Gesamtvolumen von 10 — 20 pl durchgefiihrt. Die Enzyme samt zugeho-
rigen Puffern und der empfohlenen Temperatur wurden entsprechend der Angaben der Herstel-
ler verwendet. Zur Verhinderung einer Riickligation linearisierter Plasmide wurden die 5° Phos-
phatreste durch eine Behandlung mit 1 U alkalischer Phosphatase (CIAP) fiir 1 h bei 37°C ent-
fernt. Die gespaltenen DNA-Fragmente wurden entweder direkt mit einem NucleaoSpin Extract
Kit (Macherey-Nagel, Diiren) oder durch préiparative Agarose-Gelelektrophorese und Ge-

lextraktion mit dem oben genannten Kit gereinigt.

4.6.4. Ligation

Die Ligation von gespaltenen DNA-Fragmenten (s. 4.6.3) in ihre Zielvektoren wurde in 10 -
20 pl Gesamtvolumen nach der beschriebenen Methode (Sambrook et al., 1989) mit T4-DNA-
Ligase und dem entsprechenden Puffer angesetzt. Ligationsansitze wurden entweder 1 — 2 h bei

RT oder tiber Nacht bei 16°C inkubiert und anschlieBend transformiert.

4.6.5. Transformation von Bakterien

4.6.5.1. Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Kompetente E. coli-Bakterien wurden nach Hanahan (1983) mit der Rubidiumchlorid-Methode
hergestellt. Zur Anzucht von E. coli wurden 200 ml, auf 37°C vorgewéarmtes, 2x YT Medium
(1,6 % (w/v) Trypton, 1,0 % (w/v) Hefe Extrakt, 0,5 % (w/v) NaCl in ddH,0, mit 1 M NaOH
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auf pH 7,0 eingestellt) mit 3 ml einer Ubernachtkultur (mit einer ODg, von etwa 0,3) angeimpft
und bei 37°C und 250 rpm auf einem Schiittler inkubiert. Simtliche Losungen wurden auf Eis
gekiihlt, ebenso wurden alle weiteren Arbeiten auf Eis und bei 4°C im Kiihlraum durchgefiihrt.
Nach Erreichen einer ODgy von 0,5 wurden die Bakterien 10 min auf Eis gekiihlt, 20 min mit
2.000 g (Megafuge 1.0R, Heraeus) bei 4°C sedimentiert, vorsichtig in 80 ml eiskaltem TFBI
(30 mM KC,H30,, 100 mM RbCI, 10 mM CaCl, 2H,0, 50 mM MnCl, 4H,0, 15 % Glycerin
(v/v) in ddH,0, mit 0,2 M CH3;COOH auf pH 5,8 eingestellt, sterilfiltriert und bei 4°C gelagert)
resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurden
die Zellen vorsichtig in 8 ml TFBII (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl, 2H,0, 15 %
Glycerin (v/v), in ddH,O, mit 5 M KOH auf pH 6,6 eingestellt, sterilfiltriert, bei 4°C gelagert)
resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden jeweils 100 ul der Zellsus-
pension in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefdle aliquotiert, sofort in fliissigem Stickstoff einge-

froren und bei -80°C gelagert.

4.6.5.2. Transformation von E. coli

Die Transformationen von E. coli mit Plasmid-DNA oder 5 — 10 pl Ligationsansétzen wurden
nach der Hitzeschock-Methode (Hanahan, 1983) durchgefiihrt. Kompetente Zellen wurden
10 min auf Eis aufgetaut, danach mit dem Transformationsansatz versetzt und weitere 10 min
auf Eis inkubiert. Der anschlieBende Hitzeschock erfolgte bei 37°C fiir 3 min bei MC1061- und
BL21-Zellen, oder bei 42°C fiir 45 s bei DH5a- und NovaBlue-Zellen. Nach dem Hitzeschock
wurde 1 ml LB Medium zugegeben und 15 min — 1h bei 37°C zur Ausbildung der Antibiotika-
resistenz inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen auf LB-Agar-Selektionsmedium ausplat-

tiert und uber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.6.5.3. Transformation von Agrobakterien

Kompetente Agrobakterien (Agrobacterium tumefaciens) wurden 15 min auf Eis aufgetaut,
anschliefend mit Plasmid-DNA versetzt und fiir 30 min bei -80°C gefroren. Darauf folgte ein
Hitzeschock bei 37°C. Nach 4 min wurde 1 ml LB Medium hinzugefiigt, der gesamte Ansatz in
ein 15 ml Reaktionsgefdl iiberfithrt und bei 28°C und 250 rpm 4 h inkubiert. Im Anschluss
wurde der Ansatz auf LB-Agar-Selektionsmedium (100 pg/ml Rifampicin und entsprechende
Antibiotika zur Selektion) verteilt und bei 28°C fiir mindestens 48 h inkubiert.

Die Anzucht von Agrobakterien in Fliissigkultur wurde in MGL-Medium (1:1 Gemisch aus LB-
Medium und MG-Medium [4 pg/l Biotin; 0,4 g/l MgSO4; 0,4 g/l NaCl; 1 g/l KH2PO4; 4,6 g/1
Natriumglutamat; 20 g/l Mannitol; pH 7,0]) durchgefiihrt.
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4.6.5.4. Anlegen von Langzeitkulturen

Zur Langzeitaufbewahrung von Bakterienstimmen wurden Glycerinkulturen angelegt. Hierzu
wurden 500 pl einer Ubernachtkultur mit 500 pl Glycerinldsung (65 % (v/v) Glycerin, 0,1 M
MgSO04, 25 mM Tris-HCL, pH 8,0) gemischt und bei -80°C gelagert.

4.6.6. Isolierung von Plasmid-DNA
4.6.6.1. Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung kleiner Mengen an Plasmid-DNA fiir weitere Klonierungs- oder Sequenzierung-
sarbeiten erfolgte mittels alkalischer Lyse (Sambrook et al., 1989). Dazu wurden 1,5 ml einer
Ubernachtkultur bei g...x (Eppendorf Centrifuge 5417R) fiir 1 min sedimentiert, der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 1 ml PBS oder STE-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 0,1 M NaCl;
1 mM EDTA) resuspendiert und abermals fiir 1 min bei gu.x zentrifugiert. Das Pellet wurde in
100 pl Sol I (25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 50 mM Glukose; 10 mM EDTA) aufgenommen und mit
200 pl Sol II (0,2 N NaOH; 1 % (w/v) SDS) versetzt. Nach 5 min wurde das Lysat mit 150 pl
SOLIII (5 M K-Acetat; 11,5 % (v/v) Essigsdure) neutralisiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Nach anschlieBender Zentrifugation fiir 10 min bei gp.x wurde der Uberstand in ein neues Reak-
tionsgefal tiberfiihrt, die Plasmid-DNA durch Zugabe von 2/3 Volumen Isopropanol gefillt und
bei gma fiir 20 min sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Prizipitat in 70%
Ethanol gewaschen, abermals abzentrifugiert und nach Entfernung der Waschlosung bei Raum-
temperatur getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend in 50 pl TE-Puffer (10 mM Tris,
pH 8,0, 0,1 mM EDTA) gelost, mit 0,5 ul RNase (10 mg/ml) versetzt und 30 min bei 37°C in-
kubiert.

4.6.6.2. Midipraparation von Plasmid-DNA

Um mittlere Mengen an Plasmid-DNA zu quantitativen Plasmid-Préiparationen herzustellen
wurde das NucleoBond-Kit PC100 der Firma Macherey-Nagel (Diiren) verwendet. Das Vorge-

hen entsprach den Angaben des Herstellers.

4.6.6.3. Maxipraparation von Plasmid-DNA

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli im groBen Mafstab erfolgte ausgehend von einer
500 ml Schiittelkultur, inkubiert fiir 24 h bei 37°C und 250 rpm. Die Zellen wurden mit
4000 rpm fiir 1 h bei 4°C (Sorvall RC5Cplus, Rotor: SLA3000) sedimentiert, in 8 ml eiskaltem
TE 50/1 Puffer (50 mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA, pH 8,0) resuspendiert und in ein vorgekiihl-
tes SS34 Zentrifugationsgefall tberfiihrt. Die nachfolgende Lyse erfolgte durch Zugabe von
2,5ml Lysozym Losung [10 mg/ml in ddH,O], behutsamem zehnmaligen Schwenken und
5 miniitiger Inkubation auf Eis. Im Anschluss wurden 2 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0) zugegeben,
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abermals geschwenkt und fiir weitere 5 min auf Eis inkubiert. 1 mg RNase und 150 ul
10 % Triton X-100-Lésung wurden in 1 ml TE zugegeben und 1 h auf Eis inkubiert. Nach ein-
stiindiger Zentrifugation in einem Sorvall SS34-Rotor wurde der Uberstand abgenommen und
mit 20 ml dquilibriertem Phenol (pH 8,0; 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 Chlo-
roform extrahiert. Der wissrige Uberstand wurde in Corex Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt,
mit TE auf 12 - 15 ml aufgefiillt und mit 5 M NaClO, (10 % des Volumens) und Isopropanol
(80 % des Volumens) versetzt und gut gemischt. Nach 15 min Zentrifugation bei 10000 rpm in
einem HB6-Swing Out-Rotor wurde der Uberstand verworfen, das DNA-Prizipitat getrocknet,

dieses in 500 pl TE resuspendiert und bei 4°C gelagert.

4.6.7. DNA-Sequenzierung

DNA-Sequenzierungen (Sanger et al., 1977) wurden von der Firma MWG (Ebersberg) durchge-
fiihrt. Die erhaltenen Sequenzinformationen wurden mit den Programmen BLAST (http://
www.ncbi.nlm.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990) und Bioedit (http://www.mbio.ncsu.edu/
BioEdit/bioedit.html) (Hall, 1999) ausgewertet.

4.6.8. Plasmidkonstruktionen

Zur Herstellung der Plasmide zur Transformation von Protoplasten, BY-2 Suspensionskulturzel-
len und Epidermiszellen oder zur Expression von rekombinanten Proteinen in E. coli wurde wie
folgt vorgegangen: Die jeweiligen Gene wurden durch PCR amplifiziert (Kap. 4.6.1) und nach
Restriktionsendonukleasespaltung (Kap. 4.6.3) in die entsprechenden Zielvektoren kloniert. Als
Templat fiir die Amplifizierung der jeweiligen SNARE-Genfragmente wurden die in Tabelle
4.2 aufgefiihrten EST Klone, erhalten von Clemson University Genomics Institute (Clemson,
SC, USA), verwendet.

Alle Konstrukte wurden durch Sequenzierung (Kap. 4.6.9) mit den Primern ,P-35S For’ und ,T-
nos R’ verifiziert. Die Sequenzen aller in diesem Kapitel angegebenen Primer bzw. Oligonucle-

otide sind in Kapitel 4.2.3 aufgelistet.

Tabelle 4.2: Ubersicht der als Templat verwendeten EST-Klone

SNARE-Gen Gen Acc. Nummer EST Klonnummer
LeSed5 AW222275 cLEN7D17
LeBosl BG130394 cTOF3005
LeBetl AWO033981 cLEC38A14
LeSec22 BG123258 cTOF1110
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4.6.8.1. N-terminale HA-Fusionskonstrukte

Alle in dieser Arbeit verwendeten SNARE Gene aus Lycopersicon esculentum (Tomate, Le)
und deren Deletionsmutanten wurden als N-terminale HA-Fusionskonstrukte in die Expressi-
onsvektoren pLL4 (Brandizzi et al., 2003) oder pJBOO (Abb. 4.1 A) zwischen den Blumen-
kohlmosaikvirus (CaMV) 35S-Promotor und den NOS-Terminator kloniert.

e 35S::HA::3’nos (pJB0O0):
Basierend auf pLL4 (Brandizzi et al., 2003), ein auf pUC basierter pDE4-Vektor, wurde das

HA-Epitop mit multiplen Klonierungsstellen (Clal-XhoI-HAtag-SacI-BamHI) zwischen den
35S-Promotor und den NOS-Terminator inseriert. Das HA-Epitop (Influenza Hemaggluti-
nin Epitop) ist ein aus 9 Aminosduren bestehendes Peptid (YPYDVPDYA) (Abb. 4.1 A).
Dieses Clal-BamHI Fragment wurde mittels PCR Assemblierung unter Verwendung von
HA oligol und HA oligo2a (Kap. 4.3.2.) hergestellt und in den mit Clal-BamHI geschnitte-
nen und dephosphorylierten Vektor pLL4 ligiert, sodass das Plasmid pJB0OO (Abb. 4.1 B)
erzeugt wurde. Dieses Plasmid diente als Ausgangsvektor um Fusionskonstrukte mit dem

HA-Epitop am N-Terminus herzustellen.

A Sacl (46)
Clal (3) Xhol(9) Nde 1 (20) HAtag BamHI (48)
HA-Linker
52bp
B
Apall (178)
Apall (3480) Ndel (185)
\ EcoR1 (397)
Aval (433)
355 CMV Promoter
pIBOO-HA
3799 bp Clal (1232)
Xhol (1238)
/ Aval (1238)
HAtag
/ \ Ndel (1249)
Apall (2234) Sacl (1275)
BamHI (1277)
3'nos
Sphl (1559)
HindIT1 (1561)

Abb. 4.1: A Schematische Darstellung des HA-Linkers. Das HA-Epitop wurde mit den Restriktions-
schnittstellen Clal/Xhol und Sacl/BamHI flankiert. B Plasmidkarte von pJB00. Das auf pLL4 basierende
Plasmid ist mit der inserierten Sequenz des HA-Epitops 3799 bp groB3. Der 35S CaMV Promotor, ein
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EcoRI-Clal Fragment, ist dunkel hervorgehoben und umfasst etwa 840bp. Die 285 bp lange Sequenz des

3'nos Terminators ist unterstrichen dargestellt. Das HA-Fragment ist in (A) schematisch dargestellt.

35S::HA-LeSed5::3’nos (pJB0O1):

LeSed5 wurde aus einem EST Klon (cLEN7D17) unter Verwendung von Primer
‘HASedSFL Clal for’ und ‘HASedSFL BamHI rev’ (Kap. 4.2.3) amplifiziert, mit Clal und
BamHI gespalten und in den ebenso gespaltenen Vektor pLL4 (Brandizzi et al., 2003)
ligiert, sodass das Plasmid pJBO1 (Abb. 4.2) erzeugt wurde.

Ndel (185)
/ EcoRl (397)

35S CMV Promoter

pJBO1 HA-LeSed5
4810 bp

Clal (1232)
Ndel (1243)
Xbal (1391)
Hird111 (1487)
Nhel (1498)
Pstl (1567)
HindIll (2572) \ Bglll (1609)
Sphl (2570) Spel (1661)
3nos HA-LeSeds
Hindl11 (1809)

BamH| (2288)

Abb. 4.2: Plasmidkarte von pJBOL. Das auf pLL4 basierende Plasmid erreicht mit der inserierten HA-
LeSed5 Sequenz eine GroBe von 4810 bp. Der 35S CaMV Promotor, ein ECORI-Clal Fragment, ist
schwarz hervorgehoben und umfasst etwas 840bp. Die 285 bp lange Sequenz des 3'nos terminators ist
unterstrichen dargestellt. Das HA-LeSed5 Fragment ist hellgrau markiert, wird durch Clal und BamHI
begrenzt und umfasst 1049 bp.

35S::HA-LeSed5ATMD::3’nos (pJB02):

Ein LeSed5 Fragment ohne die Transmembrandomine (LeSedSATMD) wurde aus dem
EST Klon (cLEN7D17) unter Verwendung von ‘HASedSFL Clal for’ und
‘HASedScyt BamHI rev’ Primern (Kap. 4.2.3) amplifiziert, mit Clal und BamHI gespalten
und in den mit Clal/BamHI gespaltenen Zielvektor pLL4 ligiert.

35S::HA-LeSed5ANT::3’nos (pJB03):
LeSed5 ohne das N-terminale Peptid wurde aus dem EST Klon (cLEN7D17) unter
Verwendung von ,HASed5dNT Sacl for” und ,HASed5dNT BamHIrev’ Primern

amplifiziert und nach Sacl/BamHI-Spaltung in den ebenso gespaltenen und

dephosphorylierten Zielvektor pJBOO ligiert.
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Die Vorgehensweise der folgenden Konstruktionen entsprach der der oben beschriebenen (siche
pJB03), aus dem entsprechend angegebenen EST Klon (Tab. 4.2), dem oben beschriebenen
Zielvektor pJB0OO (Sacl/BamHI-Spaltung) und dem entsprechend dazu aufgefiihrten Primerpaar:

e 35S::HA-LeSed5ANT/ATMD::3’nos (pJB04):
EST Klon: cLEN7D17
Primer: ,HASed5dNT Sacl for’ und ,HASed5dNTcyt BamHI rev’

e 35S::HA-LeBetl::3’nos (pJB05):
EST Klon: cLEC38A14
Primer: ‘HABetl1FL Sacl for’ und ‘HABet1 FL BamHI rev’

o 35S::HA-LeBetl ATMD::3’nos (pJB06):
EST Klon: cLEC38A14
Primer: ‘HABet1FL Sacl’ und ‘HABetlcyt BamHI rev’

e 35S::HA-LeSec22::3’nos (pJB07):
EST Klon: cTOF1110
Primer: ‘HA-Sec22FLfor Sacl’ und ‘HA-Sec22FLrev BamHI’

e 35S::HA-LeSec22ATMD::3’nos (pJBOS8):
EST-Klon: cTOF1110
Primer: ‘HA-Sec22FIfor Sacl’ und ‘HA-Sec22cytrev BamHI’

o 35S::HA-LeSec22ANT::3’nos (pJB09):
EST Klon: cTOF1110
Primer: ‘HA-Sec22ntfor Sacl’ und ‘HA-Sec22FLrev BamHI’

e 35S::HA-LeBosl::3’nos (pJB10):
EST Klon: ¢cTOF3005
Primer: ‘HABos1FL Sacl for’ und ‘HABos1FL BamHI rev’

e 35S::HA-LeBoslIATMD::3’nos (pJB11):
EST Klon: ¢cTOF3005
Primer: ‘HABos1FL Sacl for’ und ‘HABoslcyt BamHI rev’

4.6.8.2. Expressionsplasmide der SNAREs

Die ORFs der SNARE Gene wurden mittels PCR aus den jeweiligen, in Tabelle 4.2 aufgeliste-
ten, EST Klonen amplifiziert und als Clal-BamHI Fragmente zwischen den 35S Promotor und
den NOS-Terminator in den ebenfalls Clal-BamHI gespaltenen Vektor pLL4 (Brandizzi et al.,

2003) kloniert. Die dazu verwendeten Primerpaare sind auf der ndchsten Seite aufgefiihrt:
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e 35S::LeSed5::3’nos (pJB26):
Primer: ‘SedSFL_FOR_Clal’ und ‘HASedSdNT BamHI rev’

e 35S::LeBosl::3’nos (pJB23):
Primer: ‘BoslFL_FOR_Clal’ und ‘HABos1FL BamHI rev’

e 358::LeBetl::3’nos (pJB24):
Primer: ‘BetlFL FOR_Clal’ und ‘HABet1FL BamHI rev’

e 35S::LeSec22::3’nos (pJB25):
Primer: ,Sec22FL _FOR_Clal’ und ,HA-Sec22FLrev BamHI’

4.6.8.3. XFP-Fusionskonstrukte

e 35S::GFP-HA-LeSed5::3’nos (pJB12):
Um ein N-terminal GFP getaggtes LeSed5 Konstrukt (GFP-LeSed5) herzustellen, wurde ein

EcoRI-BgllI Fragment, welches den 35S-Promotor und den ORF des GFPs trigt, aus dem
GFP-Syp21 Expressionsplasmid pOF22 (Foresti et al., 2006) erhalten und zusammen mit
einem BgIII-Clal Linker in den mit ECORI-Clal gespaltenen und dephosphorylierten Vektor
pJBO1 (HA-LeSed5) ligiert. Der Linker wurde durch die Anlagerung der Sense- (GFP lin-
kerl) und Antisense-Primer (GFP linker2) hergestellt, sodass ein symmetrisches Linker
Peptid (SerAlaGlyGlyAlaSer) entstand, das optimal zwischen GFP und LeSed5 fusioniert

wurde um die Funktion beider Proteine nicht zu beeinflussen.

e 35S:LeSed5-GFP::pA35S (pJB13):
LeSed5 wurde aus dem EST Klon (cLEN7D17) unter Verwendung von Primer
‘Sed5FL Xhol for’ und ‘Sed5FL Ncol rev’ (Kap. 4.2.3) amplifiziert, mit Xhol und Ncol

gespalten und in den ebenso gespaltenen und dephosohorylierten Vektor pCK(X/S)LTEV-
EGFP (Ritzenthaler et al., 2002) ligiert.

e 35S::YFP-HA-LeSed5::3’nos (pJB21):
Der ORF von HA-LeSed5 wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB01) mit Clal-BamHI

erhalten und anschlielend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Expressions-

vektor pOF21 (Foresti et al., 2006) ligiert.

e 35S::YFP-HA-LeSed5ANT::3’nos (pJB29):
Der ORF von HA-LeSed5ANT wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB03) mit Clal-

BamHI erhalten und anschlieend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Ex-

pressionsvektor pJB21 ligiert.
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e 35S::YFP-HA-LeSed5ATMD::3’nos (pJB28):
Der ORF von HA-LeSed5ATMD wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB02) mit Clal-

BamHI erhalten und anschlieBend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Ex-

pressionsvektor pJB21 ligiert.

e 35S::YFP-HA-LeBosl::3’nos (pJB31):
Der ORF von HA-LeBos1 wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB10) mit Clal-BamHI

erhalten und anschlielend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Expressions-

vektor pJB21 ligiert.

e 35S::YFP-HA-LeSec22::3’nos (pJB32):
Der ORF von HA-LeSec22 wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB07) mit Clal-

BamHI erhalten und anschlieBend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Ex-

pressionsvektor pJB21 ligiert.

e 35S::YFP-HA-LeBetl::3’nos (pJB33):
Der ORF von HA-LeBet]l wurde aus dem entsprechenden Vektor (pJB05) mit Clal-BamHI

erhalten und anschlielend in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten Expressions-

vektor pJB21 ligiert.

e pTA7002::LeSed5-EGFP:

Zur Herstellung einer stabil transformierten BY-2 Zellinie fiir die Expression von LeSedS5-
GFP unter einem induzierbaren Promotor wurde folgendermallen verfahren. Der ORF von
LeSed5-EGFP wurde aus pJB13 mit XhoI-Xbal erhalten und in den XhoI-Spel gesplatenen
und dephosphorylierten bindren Vektor pTA7002 (Kap. 4.2.2) subkloniert.

e pDE1001::YFP-HA-Sed5:

Zur Agrobakterien-vermittelten transienten Expression von YFP-LeSed5 in Tabakbléttern,
wurde das 35S::YFP-HA-LeSed5::3’nos Fragment aus pJB21 mit ECORI-HindIII erhalten
und in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten bindren Pflanzenvektor pDE1001
(Kap. 4.2.2) subkloniert.

4.6.8.4. GST-Fusionskonstrukte

o pGex-GST::LeSed5SATMD:

LeSed5 ohne die Transmembrandomiane wurde aus dem EST Klon cLEN7D17 unter Ver-

wendung von ,pGEX for’ und ,pGex rev’ Primern (Kap. 4.3.2) amplifiziert, mit BamHI und
Xhol gespalten und in den ebenso gespaltenen und dephosphorylierten pGex-4T3 (Kap.
4.2.2) kloniert.
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4.7. Expression von rekombinanten Proteinen in E.coli zur
Antikorperherstellung

Der in Kapitel 4.6.10.4 beschriebene Expressionsvektor (pGex-GST::LeSedSATMD) wurde
durch Hitzeschock in BL21 transformiert (s. 4.6.5.2). Die Bakterienkulturen wurden in LB-
Medium mit zugesetztem Ampicillin (50 pg/ml) bzw. Kanamycin (25 pg/ml) bei 37°C und
250 rpm iber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die Kulturen in einer Verdiinnung von
1:50 in 4 ml frisches LB iiberimpft und bis zu einer ODgyo von 0,6 bis max. 0,8 kultiviert. Die
Induktion der Expression der Kulturen erfolgte durch die Zugabe von IPTG in einer Endkon-
zentration von 1 bis 2 mM. Nach einer drei- bis vierstiindigen Inkubation bei 25 - 30°C wurden
die Bakterien abzentrifugiert, mit PBS gewaschen, ihr Sediment in 500 pul SDS-Probenpuffer
resuspendiert und bei 95°C fiir fiinf Minuten gekocht. Die Proteine in Proben wurden in einer
SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 4.8.3) aufgetrennt und das Gel mit Coomassie ge-
farbt (Kap. 4.8.4). Von Kulturen, die das gewiinschte Protein gut exprimierten, wurden stabile
Langzeitkulturen angelegt und die Proteine daraufhin in einem groBen Mafstab exprimiert. Da-
zu wurden Ubernachtkulturen in 500 ml LB iiberimpft und diese in entsprechender Weise indu-
ziert und nach der Expression bei 6000 g (Sorvall RC5CPlus, Rotor SLA3000) zentrifugiert, die
Sedimente mit PBS gewaschen, in Falconrdhrchen in fliissigem Stickstoff gefroren und bei

-80°C bis zur weiteren Aufarbeitung gelagert.

4.7.1. Aufreinigung der Fusionsproteine

4.7.1.1. Affinitatsreinigung tber Glutathion-Sepharose 4B

Jedes der unter 4.7 hergestellten 500 ml-Sedimente wurde in 10 ml eiskaltem Lysispuffer
(50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM KCI; 5 mM EDTA; 2 mM Leupeptin; 0,7 uM Pepstatin;
2 pg/ml Aprotinin; 1 mM PMSF) resuspendiert, mit mehreren Ultraschallpulsen (Bandelin So-
noplus GM70, Berlin, 5*30 s, 200 W) lysiert und die Zelltriimmer durch Zentrifugation bei
100.000 g (Sorvall Discovery 90SE, Rotor Ti-60) abgetrennt. Der cytosolische Uberstand wurde
mit 500 ul Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia, Freiburg) versetzt und 1 h bei 4°C auf einem
Rotator inkubiert. Danach wurde der gesamte Ansatz in eine Leersdule gegeben und zehnmal
mit jeweils 1 ml PBS (140 mM NaCl, 3 mM KCIl, 8 mM Na,HPO,, 2 mM KH,PO,, pH 7,4)
gewaschen. Die gebundenen Proteine wurden fiinf Mal mit je 500 pl Elutionspuffer (10 mM
Glutathion in 50 mM Tris-HCI; pH8,0) eluiert. Pro Fraktion wurden 20 pl-Proben einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap. 4.8.3) mit anschlieBender Coomassiefarbung (Kap.
4.8.4) analysiert.
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4.7.1.2. Aufreinigung aus Einschlukorpern (Inclusionbodies)

Die Aufreinigung des Fusionsproteins aus Einschlusskorpern erfolgte nach (Frangioni and Neel,
1993). Das wie in Kapitel 4.7 beschrieben hergestellte 500 ml-Sediment wurde in 20 ml Endvo-
lumen in eiskaltem Puffer (PBS-T-EDTA: 140 mM NaCl; 3 mM KCIl; 8 mM Na,HPO,4; 2 mM
KH,PO4; pH7,4; 0,1% Tween 20; 1 mM EDTA) resuspendiert, mit 500 pul Lysozym
(10 mg/ml) versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 150 ul 1M DTT und
4,5 ml Laurylsarcosin (10% w/v in PBS-T-EDTA) wurde der Ansatz kréftig durchmischt und
mit mehreren Ultraschallpulsen (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 6*10s, 200 W) lysiert.
Durch anschlieSende Zugabe von TritonX-100 (2%), wurden letztlich alle Membranen solubili-
siert. Das erhaltene Homogenat wurde mit 500 ul zuvor mit PBS-T-EDTA é&quilibrierter Glu-
tathion-Sepharose 4B (Pharmacia, Freiburg) versetzt und 2 Stunden bei 4°C auf einem Rotator
inkubiert. Danach wurde der Ansatz bei 1500 rpm (Megafuge 1.0R, Heraeus) sedimentiert und
die gebundenen Proteine achtmal mit jeweils 30 ml eiskaltem PBS-EDTA (PBS, 1 mM EDTA)
gewaschen. Der gesamte Ansatz von Glutathion-Sepharose 4B mit gebundenem GST-
Fusionsprotein wurde mit 500 pul SDS-Probenpuffer (Kap. 4.11.5) versetzt, bei 95°C fiir fiinf bis
zehn Minuten gekocht, elektrophoretisch in einer SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (Kap.
4.8.3) aufgetrennt und das Gel mit Coomassie gefirbt (Kap. 4.8.4).

4.7.1.3. Dialyse von Proteinlésungen

Zur Eliminierung von anhaftenden Proteasen wurden die Dialysemembranen (Typ 20, Biomol,
Hamburg) zunéchst 30 min in einer 100 mM EDTA-L&sung und anschlieend 30 min in ddH,O
gekocht. Nachdem die Dialysemembranen noch fiinfmal mit ddH,O fiir je 10 min gespiilt wor-
den waren, konnen sie bei 4°C in 30% (v/v) EtOH p.a. fiir lingere Zeit aufbewahrt werden. Vor
der eigentlichen Verwendung wurden die Dialyseschlduche nochmals mit ddH,O gespiilt. Die
vorbereiteten Dialyseschlduche wurden dann mit der Proteinldsung befiillt, mit einer Klammer
verschlossen und in kalten Dialysepuffer (10 mM Tris-HCL, pH 7,5) gehéngt. Die Dialyse er-

folgte unter langsamem Riihren bei 4°C.

4.7.1.4. Elektroelution von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen

Zur Elektroelution von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen wurden die Proteinbanden nach
ihrer Farbung (Kap. 4.8.4) mit einem Skalpell ausgeschnitten und in den Gelhalter des nach
Biotrap (Schleicher & Schiill, Dassel) nachgebauten Elektroelutionssystems eingelegt. Der Gel-
halter (siche Abb. 4.3) wurde vorher beidseitig mit jeweils einem Gelriickhaltefilter und einsei-
tig mit einem Proteinsperrfilter versehen. Der Halter wurde so in eine mit einfachem Elektro-
denpuffer [5-fach Laufpuffer: 50 mM Tris-HCI; pH 8,3 (30,3 g/1); 380 mM Glycin (142,76 g/1);
0,1 % (w/v) SDS (5 g/)] befiillte Elektrophoresekammer eingelegt, dass der Proteinsperrfilter
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am Ende des Halters in Richtung Anode zeigte. Die Proteine wurden mit 50 mA fiir 24 Stunden
bei 4°C eluiert und anschlieBend aus der Kammer zwischen Gelriickhaltefilter und Proteinsperr-

filter des Gelhalters entnommen.

Flussrichtung

r : o S —
1IE o= zZ' B
Gelstiicke mit
Proteinen
eluierte Proteine E Proteinsperrfilter
in Lésung

' Gelruckhaltefilter

Abb. 4.3: Schematische Darstellung des Gelhalters

4.7.2. Herstellung von Antikorpern gegen LeSed5-SNARE

Als Antigen fiir einen gegen LeSed5 gerichteten Antikdrper wurde das rekombinante GST-
LeSed5 Protein verwendet. Nach der Farbung des aufgereinigten GST-Fusionsproteins (Kap.
4.7.1.1 oder 4.7.1.2) in einem SDS-Polyacrylamidgel (siehe 4.8.3) wurde dieses durch Elektroe-
lution isoliert (Kap. 4.7.1.4) und dreimal 2 h gegen 1 1 Dialysepuffer dialysiert (Kap. 4.7.1.3).
Im Anschluss daran wurden die Proteine lyophylisiert und zur Herstellung von Antikérpern als
Antigen eingesetzt.

Zur Herstellung von Antikérpern gegen die isolierten Fusionsproteine wurden Meerschwein-
chen dreimal im Abstand von 14 Tagen und nochmals nach weiteren 28 Tagen mit je 10 bis
25 ng des Fusionsproteins immunisiert. Zur Beurteilung des Verlaufs der Immunantwort wurde
den Meerschweinchen unmittelbar vor der ersten Immunisierung und 38 Tage (kleine Blutung)
bzw. 66 Tage (grofe Blutung) nach der ersten Immunisierung Blut entnommen, bevor nach 80
Tagen die finale Blutung erfolgte. Die Immunisierung und die Gewinnung des Serums wurden
bei der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien) in Auftrag gegeben. Das erhaltene Serum wurde
direkt verwendet und bei -20°C gelagert. Die Antikorper wurden in den in Kapitel 4.3.1 ange-

gebenen Verdiinnungen verwendet.
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4.8. Allgemeine proteinbiochemische Methoden

4.8.1. Proteinkonzentrationsbestimmung

Zu 20 ul einer Proteinprobe wurden 1 ml Bradfordreagenz (0,007 % (w/v) Serva Blue G250;
2 % (v/v) Ethanol; 8,5 % (v/v) ortho-Phosphorsaure in ddH,0) gegeben und 10 min inkubiert.
Die Proteinkonzentration wurde anhand einer Eichkurve iiber die Messung der Extinktion bei

595 nm (DU 640 B Spectrophotometer, Beckman Coulter) bestimmt (Bradford, 1976).

4.8.2. Fallung von Proteinen

4.8.2.1. TCA-Fallung von Proteinen

Die Féllung von Proteinen mit Trichloressigsdure (TCA) ermoglicht eine hohe Ausbeute von
Proteinen. Jedoch sind die Proteine im schwer 16slichen Prézipitat nicht mehr fiir funktionelle
Studien verwendbar. Den Proteinlésungen wurden hierzu 10 % (w/v) Trichloressigsdure (TCA)
zugesetzt und die Proteine eine Stunde bei 0°C gefillt. Nach einer halbstiindigen Zentrifugation
bei 20000 g (Eppendorf Centrifuge 5417R, Hamburg) wurde das Prézipitat mit eiskaltem 80 %
Aceton oder 70 % Ethanol gewaschen und getrocknet.

4.8.2.2. Chloroform/Methanol-Fallung von Proteinen

Mit dieser Methode lassen sich vor allem Salze und Detergenzien sehr gut entfernen. Zu einem
Volumen Proteinlésung wurden vier Volumina Methanol gegeben, gut gemischt, danach ein
Volumen Chloroform, nochmals gut gemischt und zuletzt drei Volumina Wasser und nochmals
gut gemischt. Die Losung wurde dann bei 9000 g (Eppendorf miniSpin plus-Tischzentrifuge,
Hamburg) fiir zwei Minuten zentrifugiert, die obere Phase vorsichtig abgenommen (das Prote-
inprézipitat befindet sich in der Interphase) und vier Volumina Methanol zugegeben. Nach einer
weiteren Zentrifugation fiir zwei Minuten bei 12000 g sedimentiert das Protein und der Uber-

stand wurde abgesaugt (Wessel and Flugge, 1984).

4.8.2.3.  Ammoniumsulfat-Fallung von Proteinen

Diese Methodik zur Fillung von Proteinen erlaubt eine schonende Behandlung der Proteine,
sodass diese anschlieBend in der Arbeit fiir funktionelle Studien eingesetzt werden konnten. Zu
600 pl einer Proteinlosung wurden 20 pl 10 mg/ml BSA zugegeben und gut durchmischt. An-
schlieBend wurden 900 pul 100% Ammoniumsulfatlosung zugesetzt und ein bis zwei Stunden
auf Eis inkubiert. Die Losung wurde dann bei 20000 g bei 4°C (Eppendorf Centrifuge 5417R,
Hamburg) fiir zehn Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach erneuter Zentri-

fugation fiir fiinf Minuten wurde das Prézipitat in 60 ul Phaseolin-Extraktionspuffer (100 mM
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Tris, pH 7,8; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 2% B-Mercaptoethanol und 0,2% TritonX-100)

resuspendiert und 1:1 mit SDS-Probenpuffer versetzt.

4.8.3. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen erfolgte durch diskontinuierliche SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach (Laemmli, 1970). Die Auftrennung erfolg-
te in einem 10-12%igen Trenngel (siche Tabelle 4.3) dem eine Fokusierung der Proben in einem
5% igen Sammelgel (siehe Tabelle 4.4) vorangestellt war. Die zur SDS-PAGE bestimmten Pro-
teinproben wurden stets 1:1 in SDS-Probenpuffer [900 pl Probenpuftfer (0,1 % (w/v) Bromphe-
nolblau; 5 mM EDTA; 1 M Sucrose; 200 mM Tris-HCL, pH 8,8); 300 ul 10% SDS; 18 ul 1 M
DTT] aufgenommen und 5 min bei 95°C denaturiert.

Die Elektrophorese wurde in selbst konstruierten Gelapparaturen bei 100 V — 180 V in einfa-
chem Laufpuffer [5-fach Laufpuffer: 50 mM Tris-HCIL; pH 8,3 (30,3 g/l); 380 mM Glycin
(142,76 g/1); 0,1 % (w/v) SDS (5 g/1)] durchgefiihrt.

Die Angaben in Tabelle 4.3 und 4.4 gelten fiir ein Gel der Grofe 200*100*2 mm.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung des Trenngels

Trenngel (%) 10 12
H,O 11,5ml | 10 ml
3M Tris,pHS8,8 | 3,2ml | 3,2ml
Protogel 7,5 ml 9 ml
10% SDS 225 ul | 225wl
TEMED 12,5 ul | 12,5 pl
10% APS 75 ul 75 pl
Endvolumen 22,5ml | 22,5 ml

Tabelle 4.4: Zusammensetzung des Sammelgels

Sammelgel
20% Saccharose | 11,3 ml
1 M Tris, pH 6,8 1ml

Protogel 2,5 ml
10% SDS 150 pl
TEMED 30 ul
10% APS 50 pl

Endvolumen 15 ml
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4.8.4. Coomassie-Farbung

Die SDS-Polyacrylamidgele wurden nach der elektrophoretischen Autrennung der Proteine
zwischen einer und sechzehn Stunden in Coomassie-Farbelosung (0,2 % (w/v) Coomassie Bril-
liant Blue R250 in 50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsdure) unter leichtem Schwenken
inkubiert und anschlieBend in Fixierlosung (50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsdure) zwei

bis vier Stunden bis zu einem klaren Hintergrund entfarbt.

4.8.5. Western-Blot-Analyse (Immunoblot)

4.85.1. Elektrophoretischer Proteintransfer

Der Elektrotransfer der mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine im Transferpuffer
dquilibrierte Nitrocellulosemembran (Pall, Dreieich) erfolgte im NaBblotverfahren in einer E-
lektrophoresekammer (Bio-Rad, Miinchen) mit einem Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM
Glycin, 20 % (v/v) Methanol). Der Transfer wurde bei einer konstanten Stromstirke von

450 mA in einer Stunde oder bei 150 mA {iiber Nacht durchgefiihrt.

4.8.5.2. Proteinfarbung auf Blots

Die Membranen wurden nach dem Proteintransfer mit Ponceau S (0,2 % (w/w) Ponceau S in
3 % Trichloressigséure) (Salinovich and Montelaro, 1986) einige Minuten bei Raumtemperatur
gefarbt und anschlieBend in PBS-T (140 mM NaCl, 3 mM KCI, 8 mM Na,HPO,, 2 mM
KH,PO,, pH 7.4, 0,1% Tween 20) wieder vollstindig entfarbt.

4.85.3. Immunnachweis

Zum Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen 1 Stunde in Blockldsung
(5 % (w/v) Magermilchpulver und 1% (w/v) BSA in PBS) inkubiert. AnschlieBend wurde
dreimal jeweils fiinf bis zehn Minuten in PBS-T und einmal fiinf Minuten in PBS gewaschen.
Danach wurden die Membranen mit Primérantikorper in den angegebenen Verdiinnungen eine
Stunde bei Raumtemperatur oder {iber Nacht im Kiihlraum inkubiert und wieder dreimal jeweils
zehn Minuten in PBS-T gewaschen. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit dem Sekundéiranti-
korper in Blockldsung fiir eine Stunde in den angegebenen Verdiinnungen (1:20.000) bei Raum-
temperatur und das erneute Waschen mit dreimal PBS-T und einmal PBS fiir jeweils zehn Mi-
nuten.

Zur Entwicklung der Western-Blots wurde das ECL-Detektionsreagenz wie folgt verwendet:
25 ul 250 mM Luminol (in DMSO), 50 pl 90 mM p-Coumarséure (in DMSO) wurden auf 10 ml
mit 100 mM Tris pH 8,5 aufgefiillt und 3 pl 30 %ige H,O,-Lésung zugesetzt und gemischt.
Filme (Hyperfilm, RPN 2104, Amersham, GB) wurden nach dem Versetzen der Membranen

mit dem Detektionsreagenz sofort zwischen 5 s und einer Stunde belichtet.
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4.9. Transiente Genexpression in Tabakprotoplasten

4.9.1. Protoplastengewinnung aus Tabakmesophyll

Die Isolierung von Protoplasten aus Tabakbléttern erfolgte ausgehend von den in Kapitel 4.5.2
beschriebenen Tabakpflanzen unter sterilen Bedingungen. Es wurden zunichst 7 Petrischalen
mit jeweils 7 ml Enzymlosung (0,4 % (w/v) Cellulase R10 Onozuka; 0,2 % (w/v) Mazerozym
R10 Onozuka in TEX-Puffer [S00 mg/l MES; pH 5,7 mit KOH eingestellt; 3,1 g/l Gamborg B5
Medium; 400 mM Saccharose; 750 mg/l CaCl,-2H,0; 250 mg/ml NH4;NO; in ddH,0]) befiillt.
Die untere Epidermis der Blatthilften wurde entweder mit einem speziell angefertigten Stofel
penetriert oder mit einem Skalpell in 1 mm Absténden vorsichtig eingeschnitten. AnschlieBend
wurden die Hauptleitbiindel mit einem Skalpell entfernt und die Blatthélften mit der Unterseite
auf die Enzymlosung gelegt. Nach 20 Stunden Inkubation bei 25°C im Dunkeln, wurden die
Petrischalen zur vollstindigen Freisetzung der Protoplasten vorsichtig geschwenkt und eine
weitere Stunde inkubiert. Die Isolierung der Protoplasten aus den Reaktionsansétzen erfolgte
durch Filtration dieser Ansétze durch ein Nylonnetz mit einer Maschenweite von 80 um. Das
Netz und die Petrischalen wurden anschlieBend mit Elektroporationspuffer (10 mM Hepes;
pH 7,2 mit KOH eingestellt; 400 mM Saccharose; 600 mg/l CaCl,; 6 g/l KCI in H,O) ausge-
schwenkt und nachgespiilt, sodass man ein Endvolumen von 100 ml Protoplastenlésung erhélt.
Dieses wurde in zwei 50 ml Reaktionsgefal3e tiberfiihrt und bei 80 g fiir 15 min ungebremst
zentrifugiert (Megafuge 1.0R, Heraeus). Die entstandene flotierende Schicht aus Protoplasten
wurde vorsichtig mit einer Pasteurpipette durchstochen und die sedimentierten Zelltrimmer
sowie die Enzymldsung mit einer peristaltischen Pumpe (Watson Marlow U310) entfernt. Nach
Resuspension der Protoplasten in je 25 ml Elektroporationspuffer und anschliefender unge-
bremster Zentrifugation bei 80 g fiir 10 min wurden weitere Zelltrimmer und Elektroporati-
onspuffer abermals abgesaugt. Die Protoplasten wurden danach in jeweils 10 ml Elektroporati-
onspuffer resuspendiert und in einem 50 ml Reaktionsgefall vereinigt. Dieser Waschschritt wur-
de noch zweimal wiederholt. Nach der letzten Flotation wurde eine Zelldichte von

4*10° Protoplasten/ml eingestellt.

4.9.2. Transformation der Protoplasten

Die Transformation der wie unter Kapitel 4.9.1 gewonnenen Protoplasten erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Es wurde ausschlieBlich die wie unter Kapitel 4.6.6.3 hergestellte DNA verwen-
det. Diese wurde in Elektroporationspuffer (10 mM Hepes; pH 7,2 mit KOH -eingestellt;
400 mM Saccharose; 600 mg/l CaCl,; 6 g/l KCl in ddH,0) entsprechend auf 100 pl verdiinnt
und zu 500 ul der in einer Halbmikrokiivette befindlichen Protoplastensuspension gegeben.
Durch kurzes Aufschiitteln wurde die DNA mit den Protoplasten gut durchmischt und fiir fiinf
Minuten inkubiert. Nach der Elektroporation (1000 uF, 160 V) wurde die transformierte Pro-
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toplastensuspension nochmals fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurden
die Protoplasten vorsichtig mit einer abgeschnitten Pipettenspitze mit 2 ml TEX-Puffer (siche
4.9.1) in eine kleine Petrischale (4 cm Durchmesser) iiberfiihrt und fiir 24 Stunden bei 25°C im
Dunkeln inkubiert.

4.9.3. Ernten der Protoplasten und des Mediums

Nach 24stiindiger Inkubation wurde die Protoplastensuspension in ein 10 ml Reaktionsgefaf3
iiberfiihrt und bei 100 g (Megafuge 1.0R, Heraeus) fiir fiinf Minuten ohne Bremse zentrifugiert.
Dieser Schritt diente zur Separation der flotierenden intakten Protoplasten sowohl vom Kultur-
medium als auch von den abgestorbenen sedimentierten Protoplasten. Mit einer ausgezogenen
Pasteurpipette wurde die Schicht der flotierenden Protoplasten vorsichtig durchstochen und bis
zu 1 ml des Kulturmediums langsam abgesaugt, in ein Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt, auf
Eis gelagert und die Zelltriimmer in einer anschlieBenden Zentrifugation bei 13000 g fiir 10 min
bei 4°C sedimentiert (Eppendorf Centrifuge 5417R). Der Uberstand, das zellfreie Kulturmedi-
um, wurde fiir weitere biochemische Charakterisierungen auf Eis aufbewahrt. Die verbliebenen
Protoplasten wurden auf 10 ml mit einer 250 mM NaCl-Losung verdiinnt, kurz geschwenkt und
fiinf Minuten bei 100 g 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.

4.10. Transiente Genexpression in BY-2 Suspensionskulturzellen

Die Transformation von BY-2 Suspensionskulturzellen zur transienten Genexpression erfolgte
mittels Partikelbeschuss. Als Ausgangsmaterial dienten 3 — 4 Tage alte BY-2 Suspensionszell-
kulturen. Es wurden 2 - 3 ml dieser Zellkulturen auf Papierfilter (Millipore, Bedford, USA)
vakuumfiltriert, welches anschlieBend auf festes, in einer kleinen Petrischale (3,5 cm Durch-
messer) befindliches MS-Medium (2 ml MS-Medium mit 0.8 % (w/v) Agar) gelegt wurde. Die
Schalen wurden in Aluminiumfolie eingewickelt und so bis zum Beschuss durch Partikel bei RT
aufbewabhrt.

Fiir den Beschuss wurde ein heliumbetriebener Partikelbeschleuniger (PDS-1000/He, Biorad,
Hercules, USA) nach den Angaben des Herstellers verwendet. Fiir jedes Konstrukt wurden zwei
Platten je 3x beschossen. Als Trager der DNA dienten Goldpartikel mit einem Durchmesser von
1,6 um. Diese wurden mit 2,5 — 5 ug DNA umhiillt. Dazu wurden 25 pl Partikel (60 mg/1 ml
50 % (v/v) Glycerin) mit der DNA, 25 ul 2.5 M CaCl, und 10 pl 0.1 M Spermidin unter stindi-
gem vortexen gemischt, anschlieBend fiir weitere 3 min gevortext und bei g, fiir 10 s zentrifu-
giert. Die Partikel wurden einmal mit 200 ul EtOH,,; gewaschen und dann in 18 pl EtOH,

resuspendiert. Je 6 ul der Suspension wurden auf einen Makrocarrier gegeben und getrocknet.
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Die Platten mit den BY-2 Zellen wurden unter einer Stoppscheibe mit einem Abstand von 8 cm
platziert. Unter 28 Inch Quecksilbersdule Vakuum wurden die Makrocarrier mit Hilfe eines
Heliumdrucks von 1100 psi beschleunigt. Die beschossenen BY-2 Zellen wurden im Dunkeln
bei 25°C inkubiert. Die Analyse der BY-2 Zellen erfolgte mit einem inversen Laserscanning-

mikroskop (Zeiss LSM 510 META) (siche 4.14).

4.11. Agrobakterien-vermittelte Transformation von Tabakblat-
tern zur transienten Genexpression

Die Transformation von Epidermiszellen in Tabakbléttern zur transienten Genexpression wurde
mittels Infiltration des rekombinanten Agrobakterien Stammes C58C1 durchgefiihrt. Als Aus-
gangsmaterial dienten 6 — 8 Wochen alte, auf Erde gewachsene Tabakpflanzen mit einer Hohe
von maximal 60 cm.

Die Agrobakterien, welche das Gen von Interesse aufgenommen haben, wurden vor der Infiltra-
tion aufgereinigt. Dazu wurde 1 ml einer 3 ml i.N.-Kultur zweimal bei 8000 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und mit 1 ml Infiltrationsmedium (20 mM Na,HPO,,
500 mM Mes, 5 pl von 200 mM Acetosyringon, mit ddH,O auf 10 ml auffiillen) resuspendiert.
Die Bakteriensuspension wurde nun mit Infiltrationsmedium auf einen ODgqy von 0,1 verdiinnt.
Zur Vorbereitung auf die Infiltration wurden die Blitter befeuchtet um die Verdunstungsrate zu
erhohen/erniedrigen. Die vorbereitete Bakteriensuspension wurde mit einer 1 ml Spritze aufge-
zogen und wie folgt in das Mesophyll des Blattes gespritzt. Das Blatt wurde mit der Oberseite
nach unten um einen behandschuhten Finger gespannt, sodass die untere Epidermis nach oben
zeigt. Die Spritze wurde fest an die untere Epidermis des Blattes gedriickt und die Bakterien-
suspension wurde kontinuierlich in das Blattgewebe gespritzt. Die infiltrierten Bereiche des
Blattes wurden mit einem Filzstift markiert und nummeriert.

Die Inkubation der Pflanzen wurde fiir mindestens zwei Tage unter Langtagbedingungen im

Gewichshaus (Kap. 4.5.1) durchgefiihrt.

4.12. Agrobakterien-vermittelte Transformation von BY-2 Zellen
zur stabilen Genexpression

Die Agrobakterien-vermittelte Transformation von BY-2 Zellen wurde mittels Kokultivierung
einer BY-2 Suspensionskultur mit einer Agrobakterien-Kultur (LBA4404), welche das Gen von
Interesse triagt, durchgefiihrt. Die rekombinanten Agrobakterien-Kulturen wurden in 10 ml YEB
Medium (0,5% Rinderextrakt, 0,1% Hefeextrakt, 0,5% Bactopeptone, 0,5% Saccharose, 2 mM
McCI2 mit Rifampicin (100 pg/ml) und entsprechender Antibiotika als Selektionsmarker (siche
4.2.2) iiber zwei Tage bei 28°C angezogen. Anschliefend wurden 100 pl dieser Vorkultur in
10 ml YEB Medium iiberimpft und iiber Nacht bei 28°C inkubiert. Am darauf folgenden Tag
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wurden 4 ml einer drei Tage alten BY-2 Kultur zusammen mit 100 pl der Agrobakterien Sus-
pension in einer Petrischale gegeben und bei 25°C im Dunkeln kokultiviert. Nach zwei Tagen
Inkubation wurden die Zellen bei 1000 rpm sedimentiert, drei Mal mit 8 — 12 ml MS Medium
(Kap. 4.5.3.1) (versetzt mit 500 pg/ml Carbenicillin) gewaschen und anschlieBend auf festem
MS Medium mit Carbenicillin (500 pg/ml) und entsprechender Antibiotika [pTA7002: Hygro-
mycin (30 pg/ml)] als Selektionsmarker in Pflanzen ausplattiert. Carbenicillin wird verwendet
um das Wachstum der Agrobakterien nach bereits wenigen Stunden oder Tagen der Kokultivie-
rung vollstindig zu inhibieren. Erfolgreich transformierte BY-2 Zellen wuchsen in ungefahr
drei bis vier Wochen als kleine Kalli heran. Diese wurden auf neue Agarplatten mit BY-2 Se-
lektionsmedium umgesetzt und nach erneutem Wachstum in fliissiges BY-2 Selektionsmedium
iiberfiihrt. Diese BY-2 Zellsuspensionskulturen wurden wie in Kapitel 4.5.3.1 beschrieben kul-
tiviert. Die Selektion mit Carbenicillin und entsprechender Antibiotika sollte mindestens drei
Wochen weitergefiihrt werden, um das vollstdndige Abtoten der Agrobakterien zu gewahrleis-

ten.

4.13. Messung der a-Amylaseaktivitat

Die Messung der a-Amylaseaktivitdt wurde mit Hilfe des ,,Cereal a-amylase assay* (Megazy-
me, Bray, Irland) durchgefiihrt. Das hierbei eingesetzte Substrat p-Nitrophenol-Maltoheptaosid
(BPNPG7) wird durch Aktivitdt der a-Amylase hydrolysiert und das dabei entstandene p-
Nitrophenyl-Maltosaccharid wird durch Glucoamylase und a-Glucosidase in Glucose und p-
Nitrophenol gespalten. Die Konzentration des freigesetzten p-Nitrophenols kann photometrisch
bei 405 nm bestimmt werden.

Zur Messung der a-Amylaseaktivitdt wurden die in Kapitel 4.9.3 hergestellten Medien- und
Zellproben mit Amylaseextraktionspuffer (50 mM Maleinséure, 50 mM NaCl, 80 mM NaOH,
2 mMCacCl,, 0,005% (w/v) Natriumazid, in ddH,O, pH 5,7 mit HCI eingestellt) verdiinnt. Die
Zellproben wurden mit einem kurzen Ultraschallpuls (Bandelin Sonoplus GM70, Berlin, 5 s,
50 % Leistung) homogenisiert und die dabei entstandenen Zelltrimmer bei 20.000 g fiir 10 Mi-
nuten bei 4°C sedimentiert. Der klare Uberstand wurde fiir die Messung der a-Amylaseaktivitit
verwendet. Dabei wurden jeweils 30 ul Probe in einem Eppendorf-Reaktionsgefdll vorgelegt,
mit 30 ul Substratlosung (54,5 mg geblocktes p-Nitrophenylmaltoheptaosid [BPNPG7]; 100 U
Glucoamylase bei pH 5,2; 100 U a-Glucosidase bei pH 5,2 in 10 ml ddH,O) versetzt, kurz ge-
mischt und bei 40°C im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubationszeit von 15 — 50 Minuten
wurde die Reaktion durch Zugabe von 150 pl einer 1 %igen Tris-Losung (w/v in ddH,0) ge-
stoppt. Die Extinktion der Proben wurde in Mikrotitterplatten mit Hilfe eines Spektralphotome-

ters (Biorad Benchmark Platereader) bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen.
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4.14. Konfokalmikroskopie

4.14.1. Probenvorbereitung

Die zur Mikroskopie verwendeten Objekttrager wurden vorher mit einer Klebefolie beklebt, in
die mit dem Skalpell ein 1 cm * 1,5 cm groBer Ausschnitt geschnitten wurde. Protoplasten wur-
den 5 - 24 Stunden nach der Transformation (Kap. 4.9.2) mit den unterschiedlichen Fluores-
zenzkonstrukten geerntet (Kap. 4.9.3) und auf eine Dichte von ca. 2 * 10° Zellen/ml konzent-
riert, um eine ausreichende Zelldichte zur Identifikation von Transformanten zu erreichen. Ma-
ximal 50 pl der Protoplastensuspension wurden auf die vorbereiteten Objekttrager gegeben. Die
empfindlichen Protoplasten werden somit druckfrei zwischen Deckglas (24 mm * 32 mm) und
Objektrager gehalten.

BY-2 Zellen wurden entweder direkt aus dem Fliissigmedium oder nach 5 — 24 Stunden Inkuba-
tion nach Partikelbeschuss (Kap. 4.10) mit einem Skalpell von der Petrischale mit etwas fliissi-
gem MS-Medium auf einen, wie oben beschrieben, vorbereiteten Objekttriger gegeben und mit
einem Deckglas (24 mm * 32 mm) abgedeckt.

Aus den infiltrierten Bereichen der Tabakblitter wurden mit einem Skalpell quadratische Stiicke
(0,5 cm * 0,5 cm) ausgeschnitten und mit der Unterseite nach oben gerichtet und einem Tropfen
Wasser auf einen Objekttrager gegeben. Das Deckglas (22 mm * 50 mm) wurde so aufgedriickt,

dass das Blattstiick eben auf dem Objektglas liegt.

4.14.2. CLSM

Die Proben wurden an einem inversen Mikroskop (Axiovert 200M) mit Hilfe einer Fluoreszenz-
lampe nach Transformanten durchsucht. Die konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden an-
schliefend mit dem Zeiss LSM 510 META System aufgenommen. Fiir Aufnahmen von Proto-
plasten aus N. tabacum und BY-2 Zellen wurde das C-apochromatische 63/1,2 Wasser korri-
gierte Objektiv, fiir Aufnahmen von transformierten Tabakbléttern das Plan-Neofluor 40x/1,3
Ol Immersionsobjektiv verwendet. Mittels ,,Lambda-Scans* iiber das gesamte Spektrum des
sichtbaren Lichts von 400-750 nm wurde der optimale Fluoreszenzbereich fiir die einzelnen

Proteine unter verschiedenen Anregungswellenléingen bestimmt (siche Tabelle 4.5).

Tabelle 4.5: Darstellung der CLSM Bedingungen zur Detektion der jeweiligen fluoreszierenden Proteine.

Wellenlange Emissionsmaxima Metadetektor
Laser L
(Anregung) (Emission)
CFP Argon/2 458 nm 477 nm 480-520 nm
GFP Argon/2 488 nm 508 nm 496-518 nm
rsYFP | Argon/2 514 nm 560 nm 550-571 nm
RFP Helium/Neonl 543 nm 603 nm 603-646 nm
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Fiir die Aufnahmen von Koexpressionsstudien von YFP und GFP Konstrukten wurden die An-
regungswellenldngen 458 nm fiir GFP und 514 nm fiir YFP des Argon Lasers verwendet und
Fluorophore abwechselnd mit dem ,,multi tracking® Modus des Mikroskops angeregt. Die Fluo-
reszenz wurde unter Verwendung des Nebenfarbteilers 545 nm und dem Bandpassfilter von
475-525 nm fiir GFP und dem Bandpassfilter 560-615 nm fiir YFP detektiert.

Bei Koexpressionsstudien von YFP mit RFP als auch von GFP mit RFP wurde die Fluoreszenz
mittels des Metadetektors unter der Verwendung der Hauptfarbteiler HFT 405/514 und HFT
488/543 durchgefiihrt. Die Fluorophore wurden abwechselnd mit dem ,,multi tracking® Modus
des Mikroskops angeregt. Die Kodetektion von YFP und RFP wurde mittels Anregung bei
514 nm und Emission bei 550-571 nm fiir YFP und der Anregung mit 543 nm und Emission
von 603-646 nm fiir RFP durchgefiihrt. Kodetektion von GFP und RFP wurde bei einer Anre-
gung von 488/543 nm und Emission bei 496-529 nm (GFP) und 596-646 nm (RFP) durchge-
fiihrt. Alle Angaben sind in Tabelle 4.6 zusammengefasst. Die Pinholes wurden an 1 Airy Unit
fiir jede Wellenldnge (108 pm, 119 um, 138 um) angepasst. Die Leistung der Laser wurde bei
allen Experimenten auf gleichem Niveau gehalten. Die Aufnahmen wurden mit dem Programm

»Zeiss LSM Image Browser* (Version 3.5.0.376) nachbearbeitet.

Tabelle 4.6: Zusammenfassung der Farbteiler und Bandpassfilter fiir Koexpressionsstudien

Hauptfarbteiler Nebenfarbteiler Bandpassfilter Metadetektor
GFP5/YFP 458/514 nm 545 nm 475-525 nm, -
560-615 nm
YFP/RFP 405/514 nm - - 550-571 nm
488/543 nm 603-646 nm
GFP/RFP 488/543 nm - - 496-518 nm
603-646 nm
CFP/YFP 458/514 nm 545 nm 480-520 IR -
565-615 IR
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4.15. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem Philips CM10 Transmissi-

onelektronenmikroskop bei 80 kV.

4.15.1. Immunmarkierung von BY-2 Zellen fur die Elektronen-
mikroskopie

Drei bis vier Tage alte BY-2 Zellsuspensionskulturen wurden aus dem Kulturmedium durch
Filtration geerntet. Sie wurden anschlieBend auf dem Filter mit Hexadecen iiberschichtet, und
iiberschiissiges Hexadecen durch weiteres Filtrieren entfernt. Danach wurden die Zellen in Tra-
gerpléttchen iiberfiihrt und mit einer Hochdruckgefrieranlage (HPMO010; Bal-Tec, Balzers,
Liechtenstein) gefroren. Die Gefriersubstitution wurde in einer Leica Gefriersubstitutionseinheit
(AFS, Leica, Bensheim) ausgefiihrt, wobei die Zellen in trockenes Aceton, das 0,1 % Uranyla-
cetat enthielt, liberfithrt wurden. Die Substitution begann mit einer dreitdgigen Inkubation bei
-85°C bevor die Temperatur iiber 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 polymeri-
siert. Die anschlieBend hergestellten Ultradiinnschnitte wurden mit Antikérpern gegen GFP in
Primérverdiinnungen von 1:25 bis 1:100 inkubiert, mit Waschpuffer (PBS mit 1 % BSA) gewa-
schen, gefolgt von einer Inkubation mit goldgekoppelten Sekundérantikorpern (Biocell GAR10)
bei einer Verdiinnung von 1:50 in PBS mit entweder 1 % BSA. Die Schnitte wurden mit wéBri-
gen Uranylacetat/Bleicitrat-Loungen nachkontrastiert und in einem Philips CM10 Transmissio-

nelektronenmikroskop (Philips, Eindhoven, Niederlande) bei 80 kV betrachtet.
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6. Anhang

6.1. Abkulrzungsverzeichnis

2,4-D 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure
o Alpha

A Ampere

Abb. Abbildung

ADP Adenosindiphosphat

Amp Ampicillin

AMS Ammoniumpersulfat
a-Amylase a-Amylase

A. thaliana Arabidopsis thaliana

ARF ADP-Ribosylierungsfaktor
AS Aminoséiure

At Arabidopsis thaliana

ATP Adenosin-5’-triphosphat

A. tumefaciens Agrobakterium tumefaciens
BFA Brefeldin A

BiP immunoglobulin binding protein
Bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

ccv Clathrin-coated Vesikel

°C Grad Celsius

cDNA komplementidre DNA

CFP cyan fluorescent protein

Ccop Hiillprotein (coat protein)
C-terminal Carboxyterminal

Da Dalton

ddH,O doppelt destilliertes Wasser

d Tag

DNA Desoxyribonukleinsiure (deoxyribonucleic acid)
dNTP Desoxynukleosidtriphosphat
DTT 1-4-Dithiothreitol

DV dense vesicle

E Extinktion

ECL enhanced chemiluminescence
E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure
EM Elektronenmikroskop

ER Endoplasmatisches Reticulum
ERGIC ER-Golgi intermediate compartment
EST expressed sequence tag

etal. et alteri

EtOH Ethanol

F Farad

g Gramm
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Zmax
GA

GAP
GDP
GEF

GFP

GSH

GST

GTP
GTPase

h

HA

Hepes

H. sapiens
Hsc

IgG

IPTG

Kan

1

LB

L. esculentum
M

MES

Min
mRNA
ms

MVB
NaCl

NSF

N. tabacum
N-terminal
OD

ORF

p.a.
PAGE
PBS

PCR

PM
PM-ATPase
PMSF
PSV

PVC

RFP

Rif

RNA
RNase

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

Stunde

N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-(2-ethansulfonséure)

Homo sapiens

Hitzeschockprotein

Immunglobulin G
Isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
Kanamycin

Liter

Luria-Bertani

Lycopersicon esculentum

Molar
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsdure
Minute

Boten-RNA (messenger RNA)
Millisekunde

Multivesikuldrer Korper (multivesicular body)
Natruimchlorid
N-Ethylmaleimid-sensitiver Faktor
Nicotiana tabacum

aminoterminal

Optische Dichte

Offenes Leseraster, open reading frame
pro analysi
Polyacrylamid-Gelelektrophorese

phosphatgepufferte physiologische Kochsalzlgsung
Polymerasekettenreaktion (Polymerase chain reaction)

Plasmamembran
Plasmamembran-H+-ATPase
Phenylmethansulfonylfluorid

Proteinspeichervakuole

Priavakuolédres Kompartiment (prevacuolar compartment)

rot fluoreszierendes Protein
Rifampicin
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)

Ribonuklease
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Rpm Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur; Reverse Transkription
S Sekunde

S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae

SDS Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

SI Sekretionsindex

Sp Spectinomycin

Sm Streptomycin

SNAP soluble NSF attachment protein

SNARE soluble NSF attachment protein receptor
ST Sialyltransferase

SRP signal recognition particle

TCA Trichloressigsdure

TE N-Tris-methyl-2-aminoethan-sulfonséure
TEMED N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin

TGN Trans-Golgi-Netzwerk

TMD Transmembrandoméne

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
t-SNARE target SNAP-receptor

Tween 20 Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

U Enzymeinheit (Unit)

i.N. iiber Nacht

v Volt

v/v Volumen zu Volumen

w/v Gewicht zu Volumen (weight per volume)
Wt Wildtyp

v-SNARE vesicle SNAP-receptor

YFP Gelb fluoreszierendes Protein (yellow fluorescent protein)

Symbole fiir Aminosduren:

A Alanin M Methionin
C Cystein N Asparagin
D Asparaginséure P Prolin

E Glutaminséure Q Glutamin

F Phenylalanin R Arginin

G Glycin S Serin

H Histidin T Threonin

I Isoleucin A% Valin

K Lysin w Tryptophan
L Leucin Y Tyrosin
Die Abkiirzungen A, T, C und G stehen fiir die Nukleinsdure Basen der DNA:
A Adenin

C Cytosin

G Guanin

T Thymin
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6.2. Sequenzen

6.2.1. LeBetl (AW033981)

1 ATGAGTTATCGGAGGGATCATCGAGCCCATAGAGCTTCTCTCTTTGATAACTACGATAGT 60
M S Y R R DMHRAMHIRAS L F DN Y D S

61 ATTGAGGAAGGTGGTATAAGGGCTTCATCTTCCTATCCCCGTGATCTTGATGAACGAGAC 120
I E E Il R AS S S Y P R DL D E R D

121 AATGACAAAGCTGTTGATAGCTTACAGGACAGAGTCAGCTTTTTAAAGAAATTAACAGGT 180
N D K AV D S L Q DRV S F L KK L T

181 GATATACATGAGGAGGTGGAGACCCACAACAAGATGCTAGACCGAATGGGGAATGAGATG 240
D1 HEEVETMHNIKMMTILDRM N E M

241 GATTCATCTAGAGGAATCATGTCAGGAACTATGGATCGGTTCAAGATGGTGTTTGAGAAG 300
D S S R I M S T Mm DR F K M V F E K

301 AAATCGAATCAGAAAGTGTGCAAACTTGTTGGATACTTCGTACTTTCCTTTTTCCTAATA 360
K s N Q K Vv C K L V Y FV L S F F L 1

361 TACTACATATTTAGGTTTCTCATGTATTTCATGTATGGTTTGAGGGTCAGGATCACTAAG 420
Yy Yy  F R F L MY F MY L RV R I T K

421 ATTGTTCATCCAAATTAG 438
I v H P N *

6.2.2. LeSec22 (BG123258)

1 ATGGTGAAGTTGACTTTGATTGCTCGCGTGACTGATGGCCTTCCTTTAGCCGAGGGGCTG 60
M VvV K L T L I A°OR V T D L P L A E L

61 GATGATGGTCGTGATGTTCAAAATGCAGATTTCTACAAACAGCAGGTCAAGGCCTTATTC 120
D D R bVv Q NADF Y K Q Q V K A L F

121 AAGAACCTGTCGATGCGCCAAAATGACGCTTCAAGGATGTCTATTGAAACTGGACCTTAC 180
K N L S MR QNDASIRMS 1 E T P

181 GTCTTCCATTATATCATTGAAGGGCATGTTTGTTATCTGACAATGTGTGATCGCTCTTAT 240
vV F H Y 1 1 E H v C Yy L T M C D R S Y

241 CCCAAGAAACTTGCCTTTCAATACCTGGAAGACCTTAAGAATGAGTTTGAGCGCGCCAAT 300
P K K L A F Q Y L E D L K N E F E R A N

301 GGGAGTCAAATTGAAACTGCTGCTAGACCATATGCTTTTATTAAATTTGATACATTCATA 360
s Q1 EET A ARPY A F I K F D T F 1

361 CAGAAGACGAAGAAACTGTACCAGGATACTAGAACTCAACGCAACATTTCTAAGTTGAAT 420
QO K T K KLY QDTTZ RTI QT RNTISTIKTLN

421 GATGAGCTTTACGAAGTTCATCAAATAATGACTCGAAATGTTCAAGAAGTTCTTGGAGTT 480
bEL Y EVHQI M TRNV Q E V L \

481 GGTGAAAAGTTGGACCAGGTCAGTCAAATGTCCAGCCGTTTGACATCTGAATCCCGGATA 540
E K L DQV S QM S S R L TS E S R I

541 TATGCTGATAAAGCAAAAGACTTAAATCGTCAGGCTTTGATTCGAAAATGGGCTCCTGTT 600
Yy AND K A KDL NR QAL I R KWA P V

601 GCTATTGTGCTTGGAGTTGTCATTCTCTTCTTCTGGCTCAGAACAAAGATCTGGTGA 657
A1 V L v v I L F F W L R TK 1 W *



Anhang

6.2.3. LeBosl (BG130394)

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

ATGGCAACGGCGGTTGGGATCGGAGAAGGGAATTCCGGTGCCGGGGGTGGAACCTTATCG
M A T AV | E N S A T L S

GAACTTTACCAAAGCTCGAGACGGCTCTTACTCAAGTCTCGAGATGGTTTGGAGAGGCTC
E L Y QS SR RL L L K S R D L E R L

GAGCGTTTCGAGTACACTTCGTCGTCGTCTTCATCTTCATTTTCGAGTGCTGTCGTGACA
E RFEY TS S S S S S S F S S AV V T

GATCCTTCAGAACAACCGTTTGATGCAGTAAGGCAAGATATCGCTCAGATCCAGTCTCTT
D PSEQFPTFDAVI RO OQDTIAQOQTI QS L

TGCTCTAAGATGGAACTTCTCTGGCGATCCATATCTGCCAAATCCCAGCGTGATCTCTGG
c S K M EL L WRS T S A K S Q R D L W

AAAAGAAAAGTGGAACAAGTGGCTGAAGAAGCTGACTCTTTGAAAGCCAGTCTGGATAAA
K R K VvV E Q VvV A'E E A D S L K A S L D K

TATAATTTAAGACATCAGCGACGTATGCAAGAAGCCCGGGAGAGAGCAGAACTGATTGGA
y NN L R HOQRRMOQE A R E R A E L I

AGAAGTAATGGTGATTCGTCCCATGTTCTGAGGATTTTTGATGACGAAGCACAGGCGATG
R S N b S S HV L R 1T F DDEAZOQAWM

CAATCTGCTCGTAATTCATCTAGAATAATGGAAGAAACCCTGGCAACAGGTGTGGCCATT
Q S ARNS SR 1T M EET L AT v A 1

CTATCCAAATATAGCGAGCAGAGGGATCGTTTGAAGAGAGCTCAACGTAAAGCACTGGAC
L s K ¥y S E QR DI RL KR A QR K A L D

GTGCTCAACACTTTGGGGCTTTCAAATTCTGTGATGAGAATCATTGAGAAGAGGAATCGC
vV L N T L L s N S VvV M R I I E K R N R

GTTGATAGATGGATCAAGTATGCAGGGATGGTCTTAACAATTGTGATTCTGTTTTTCATT
vV D R W I K Y A M Vv L T I VvV I L F F 1

TGGAGGTGGACAAGATGA 738
w R W T R *

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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6.2.4. LeSed5 (AW222275)

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

ATGCCTGTGAAAGTAGCAAGTGCGTCATTACGGGATCGGACTCAGGAGTTTCAGAGTATA
M P V KV A S A S LRDIRTQE F Q S 1

GCGGAGAGGTTAAAGAAGTCATTTTCGTCGGTTCAGAATGGGTCGATTAGCACCAGCACC
AE R L K K S F S S V Q N S I s T S T

AGCAGTGGTTCTAGATCGGAGGAACAGAGGACCACTATTGCTATGCAATCGGAGTTCAAT
S S S R S EEQRTTI1T A MOQ S E F N

CGGCGAGCCTCCAAAATTGGTTTTGGAATACATCAAACTTCTCAGAAGCTTGCAAAGCTA
R R A S K 1 F I H Q T S Q K L A K L

GCAAAGTTGGCAAAAAGGACTTCCGTTTTTGATGATCCGACTACGGAAATCCAAGAGTTG
AAK L AK R T S V F DD P T TE I Q E L

ACTGCAGTCATCAAGCAAGATATTACAGCACTTAACTCTGCTGTAGTAGATCTCCAGCTT
T AV 1 K Q D I T A L NS AV V DL QL

CACTCTAATGCTCGTAATGAAAGTGGTAATAGTGATACCACTAGTCACTCGACGACTGTT
H S N A R N E S NS DT T S H S T TV

GTAGATGACTTGAAGAACAGGCTGATTACTGCCACAAAGGAGTTCAAAGAAGTACTCACC
v b DL K NRWLI TATIKEF KE V L T

ATGCGGACAGAGAATATGAAGGTTCATGAGAACAGAAGACAGATGTTTTCTTCATCGACT
M R T E N MK V HENI RWROQWMF S S S T

AGCAAAGAAGCTTCAAATCCATTTATGCGCCAACGTCCACTAGCTTCAAGGAATACTGCT
S K EASNPFMRQRPLASRNT A

AGTACATCAGCCAGCCCTCCTCCTTGGGCTAATGATTCACCTTCTTCTTCTCAGTTATTT
s T S A S PPPWANWDSWP S S S Q L F

CCAAGGAAGCAAGGTGATGGAGACACACAGCCATTGTTGCAGGATCAACAACAACAGCAG
P R K Q D D T Q P L L Q D Q Q Q Q Q

CAGCAGCAGATAGTTCCATTGCAAGACAGCTACATGCAGAGTAGAGCCGAAGCTCTACAA
Q Q QI V.$.P L QDSYMOQST RATERATLDQ

AATGTCGAGTCTACTATCCATGAGCTGGGCAGCATTTTTAATCAGCTTGCTACTTTGGTT
NV E S T I H E L s I F N Q L A T L V

TCTCAGCAAGGGGAGGTTGCAATCAGGATTGATGAGAACATGGACGACACACTAACAAAT
S Q Q E V A1 R 1 DENMDUDTL TN

GTGGAAGGGGCACAAGGGGCTCTGCTCAAGTACCTCAATAGCATCTCGTCAAATCGGTGG
vV E A Q AL L K Y L NS 1T S S N R W

CTAATGATTAAGATATTCTTTGTGTTGATTTTCTTCCTTATGATTTTCCTATTTTTCGTG
L 1 K I F FV L I FF L M 1T F L F F V

GCATAG 1026
A *

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



