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Zusammenfassung

Diese Arbeit beschéftigt sich mit Profilin, seinem Vorkommen in Arabidopsis
thaliana und Petroselinum crispum und seiner Rolle bei der Pathogenabwehr in
zwei Modellsystemen.

Es wurden vier vollstandige cDNA-Sequenzen von Profilinen aus Petroselinum
crispum neu kloniert. Thre abgeleiteten Aminoséuresequenzen zeigen Ahnlichkeit
zu bekannten pflanzlichen Profilinen, wobei sie stirkere Ahnlichkeit zur Klasse
der somatisch exprimierten Profiline als zu der der in reproduktiven Geweben ex-
primierten Profiline zeigen. Vier von ihnen teilen jedoch ein Sequenzmerkmal mit
Profilinen, die in reproduktiven Geweben exprimiert werden. Mittels Immunloka-
lisation wurde ein starkes Vorkommen von Profilin in sich entwickelnden Pollen
in Bliitenknospen von Petroselinum crispum gefunden.

Die subzelluléire Lokalisation von Profilin wurde durch Fusion mit einem green
fluorescent protein (GFP) untersucht. In Protoplasten, die Profilin-GFP {iber-
exprimierten, verdinderte sich die Morphologie des Zytoplasmas, es waren keine
Zytoplasmastrange sichtbar. Mittels PTGS (post-transcriptional gene silencing)
sollte der zelluldre Profilin-Gehalt reduziert werden. In Zellen, deren Profilinge-
halt mittels dsRNAi der reduziert wurde, blieben GFP-markierte Aktinfilamente
langer sichtbar als in Kontrollzellen.

In zwei Modellsystemen wurden zytologische Verdnderungen bei der Inter-
aktion zwischen Pflanzen und Nichtwirtspathogenen untersucht. Ein Schwer-
punkt war die intrazelluldre Lokalisation von Profilin. Durch immunzytologische
Farbung konnte die Akkumulation von Profilin an der Infektionsstelle in infi-
zierten Suspensionskulturzellen gezeigt werden. Nach Infektion mit einem Nicht-
wirtspathogen war kein Anstieg der mRNA von Profilin zu verzeichnen. Um die
Funktion von Profilin bei der Infektionsabwehr zu kliaren, wurde der zelluldre
Profilin-Gehalt mittels dsRNAi reduziert. So behandelte Zellen zeigten wenig
verdndertes Verhalten bei Infektion mit einem Nichtwirtspathogen.

Aufler Profilin wurden Aktin, PIP, und kleine GTPasen als an der Pathogen-
abwehr beteiligte Komponenten untersucht. Die Ausrichtung zelluldrer Aktinfi-
lamente zur Infektionsstelle konnte mittels transgener Linien auch fiir Arabidop-
sis thaliana gezeigt werden. Es konnte die Lokalisation von GTPase-dhnlichen
Proteinen an der Infektionsstelle in infizierten Suspensionskulturzellen von Pe-
troselinum crispum nachgewiesen werden. Funktionelle Untersuchungen mittels
aktivitdtsverdnderter Mutanten der Proteine AtRac2 und AtRac7 ergaben eine
mogliche Beteiligung kleiner GTPasen an der Kalloseablagerung in infizierten
Zellen.

Es konnten keine Profilin-Mutanten in Arabidopsis thaliana identifiziert wer-
den.






Abstract

This work deals with profilins which are important actin binding proteins in
plants, animals and viruses.

Four profilin cDNAs from parsley were cloned. Fusion of one parsley profilin-
with a green fluorescent protein (PcPRF1-GFP) revealed profilin distribution in
the cytoplasm.

The predicted amino acid sequences show similarities to known plant profilins.
They have higher similarities to plant profilins which are expressed in vegetative
tissue than to those of reproductive tissue. On the other hand, four of the five
parsley profilins share one sequence characteristic with profilins from pollen, an
insertion of two amino acids at a characteristic position.

Immunlocalization revealed high profilin content in developing pollen grains
in flowers of Petroselinum crispum.

Double-stranded RNA interference, a method of post-transcriptional gene si-
lencing (PTGS) was employed to reduce cellular biosynthesis of profilin in Ara-
bidopsis thaliana leaf epidermal cells. Cells with reduced profilin content showed
longer prevalence of GFP-labeled actin filaments in detached leafs.

In the second part of this work, intracellular changes upon infection with a
non-host pathogen were monitored using transgenic Arabidopsis lines and cul-
tured parsley cells infected with Blumeria graminis and Phytophthora infestans,
respectively. In Arabidopsis, rearrangment of GFP-labeld actin filaments towards
the site of attempted fungal penetration was found. In infected parsley cells from
suspension culture, accumulation of profilin at the infection site was shown by
use of affinity-purified anti-profilin antibodies. No changes in profilin transcript
level were found after infection of Arabidopsis thaliana with Blumeria graminis.

Transient transformation of Arabidopsis leaf epidermal cells with PRF-dsRNAi
did not reveal changes in cell behavior against the pathogen.

In infected suspension cultured cells, PIP, was localized to the nucleus, but
not to the infection site. A protein with similarity to the AtRop4 was localized
at the infection site in infected parsley cells.

Mutant versions of two small GTPases (AtRac2 and AtRac7) of Arabidopsis
thaliana were generated resulting in constitutive active and dominant negative
protein variants. They were transiently transformed into Arabidopsis thaliana
leaf epidermal cells followed by infection with the non-host pathogen Blumeria
graminis (single cell assay). Results point to an involvment of Rac in the process
of callose deposition.

No profilin expression mutants of Arabidopsis thaliana were found.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Pathogene und Resistenz

Eine der auffilligsten Fahigkeiten tierischer Organismen ist den meisten Pflan-
zen nicht gegeben: Sie konnen sich nicht aktiv fortbewegen. Das bedeutet, daf} sie
sich, um zu iiberleben, ihrem Standort und dessen Bedingungen anpassen miissen.
Die Anforderungen sind vielféltig, auler knappen Ressourcen kénnen Konkurren-
ten, Frafifeinde und Pathogene das Leben der Pflanze bedrohen. Pflanzen haben
im Laufe der Evolution Strategien entwickelt, um sich trotz Konkurrenten und
knappen Néahrstoffen entwickeln zu konnen, manche kénnen sich gegen Fraffein-
de wehren. Gegen Pathogenbefall haben Pflanzen vielfdltige Abwehrstrategien
entwickelt [32]. In dieser Arbeit wurde die Interaktion von Pflanzenzellen mit
pilzlichen Pathogenen untersucht.

1.1.1 Resistenz, kompatible und inkompatible Interakti-
on, R-Gene

Alle Pflanzen sind gegeniiber der iibergroffen Mehrzahl potentieller Pathogene
resistent, diese Pathogene konnen die Pflanze nicht befallen, nicht auf ihr wachsen
und sich nicht vermehren, man spricht von Breitband- oder Grundresistenz [69].

Im Gegensatz zur Grundresistenz steht die Wirtsresistenz, die eigentlich einen
Spezialfall einer Wirtsbeziehung darstellt. Pilze konnen die Pflanzen, auf die sie
spezialisiert sind, befallen, auf ihnen wachsen und sich vermehren. Diese Pflan-
zen stellen fiir diese Pilze Wirte dar. Innerhalb einer gegeniiber einem Pathogen
ansonsten suszeptiblen, d.h. anfilligen Art oder Gattung treten manchmal Re-
sistenzen einzelner Arten, oft aber nur Sorten oder Kultivare auf, die dann oft
auch nur gegen einzelne Isolate eines Pilzes wirksam sind. Diese Resistenz inner-
halb einer ansonsten suszeptiblen Gattung oder Art nennt man Wirtsresistenz
oder inkompatible Interaktion [69]. Eine kompatible Interaktion liegt dann vor,
wenn der Pilz die Pflanze erfolgreich kolonialisieren kann. Der Unterschied zwi-
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

schen resistent und suszeptibel kann sehr klein sein, er kann nur in einem einzigen
Gen bestehen, dessen Vorhandensein oder Fehlen iiber Resistenz oder Suszeptibi-
litdt entscheidet. Solche Gene werden Resistenz- oder kurz R-Gene genannt. Thre
Genprodukte interagieren entweder direkt mit Substanzen, die vom Pathogen
produziert werden (z.B. durch die avr-, die sogenannten Avirulenz-Gene) oder
sie stellen einen Teil eines Signalkomplexes dar, der Substanzen des Pathogens
erkennt und Verteidigungsmechanismen in Gang setzt [33, 160].

R-Gene sind aus einer Anzahl dhnlicher Module aufgebaut, dazu gehoren
LRR (Leuzin-reiche Abschnitte) und LZ (“leucin zipper”, andere Leuzin enthal-
tende Abschnitte), Kinase-Doménen, NBS (Nukleotidbindungsstellen) und TIR-
Doménen (mit Homologien zu tierischen Toll/Interleukin-Rezeptoren) [40]. Ihre
Entstehung beinhaltet Genduplikationen und Punktmutationen ebenso wie Du-
plikation und Deletion kiirzerer DNA-Sequenzen [38].

Im Gegensatz zur R-Gen-vermittelten Wirtsresistenz wird die oben schon
erwihnte Grundresistenz Nichtwirtsresistenz genannt — obwohl sie viel haufi-
ger auftritt, wird sie nach einem Spezialfall der Resistenz benannt. Die Grund-
oder Nichtwirtsresistenz beruht auf vielen verschiedenen Genen. Man kann sich
zwei verschiedene Funktionsprinzipien vorstellen: Das eine ist eine Art passiver
Resistenz, durch ihre Konstitution dient die befallene Pflanze nicht als Wachs-
tumsgrundlage fiir das Pathogen. Die andere Art ist die aktive Verteidigung
und setzt eine Erkennung des potentiellen Pathogens voraus [166]. Thordal-
Christensen ordnet die verschiedenen moglichen Resistenzmerkmale einer Pflanze
hierarchisch. In seiner Darstellung wird R-Gen-vermittelte Resistenz erst wirk-
sam, wenn es dem Pathogen gelingt, alle Hindernisse, die die Pflanze anderen
Nichtwirtspathogenen in den Weg legt, zu iiberwinden [184].

Ein potentieller Verteidigungsmechanismus ist nur dann ein wirklicher, wenn
durch ihn das Pahtogen vernichtend angegriffen wird. Das kann differentielle Re-
aktionen auf verschiedene Pathogene beinhalten, trotzdem gibt es Komponenten
und Mafinahmen, die gegen eine Reihe von Pathogenen wirksam sind. So sind
héufige Resistenzreaktionen in Nichtwirtsbeziehungen wie bei Wirtsresistenz die
Synthese von Phytoalexinen, antimikrobiell wirksamen Substanzen, die Bildung
einer Papille, einer mechanischen Barriere, die Erzeugung reaktiver Sauerstoff-
molekiile (ROI) und der hypersensitive Zelltod der befallenen Zelle [69]. Manche
Pilze wiederum konen die Verteidigungsreaktionen der Pflanze spezifisch unter-
driicken [69, 164].

1.1.2 Ausloser und Modulatoren der Abwehrreaktion

Oben erwiahnt wurden schon die avr-Gene, deren Genprodukte mit denen der
pflanzlichen R-Gene interagieren und so die Erkennung des Pathogens ermogli-
chen [132]. Es gibt noch weitere Faktoren, die zur Erkennung des Pathogens
fithren [136]. In S&ugerzellen sind das sogenannte PAMPs (pathogen-associated
molecular patterns) [143]. Charakteristisch fiir diese Strukturen ist ihre starke
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Konservierung. Man nimmt an, dafl es essentielle Molekiile des Pathogens sind
und solche, die wihrend der Infektion entstehen und wichtig fiir die Infektion sind.
Darum konnen sie nicht modifiziert werden, um eine Erkennung durch den Wirt
zu umgehen. Der Oomycet Phytophthora sojae produziert eine Peptidsequenz
Pep-13, die Teil einer kalziumabhéngigen Transglukanase ist. Solche Glukansa-
sen kommen in allen Phytophthtora-Arten, aber nicht in anderen Oomyceten und
nicht in Planzen vor. Dadurch kann Pep-13 die Erkennung des Pathogens durch
die Pflanze bewirken. Seine Konservierung innerhalb der Gattung Phytophthtora
148t vermuten, dafl es fiir Leben oder Infektion des Oomyceten essentiell ist. Es
wirkt als Elizitor und ruft in Pflanzen, die damit behandelt werden, Abwehrre-
aktionen hervor [143].

Auch Abbauprodukte der pflanzlichen Zellwand, die bei der Infektion entste-
hen, wirken als Elizitoren der Verteidigungsreaktion [69].

Als die ersten pflanzlichen Reaktionen nach der Erkennung des Pathogens wur-
den verdnderte Ionenstrome iiber die Plasmamembran, ein starkes Ansteigen der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration und die Bildung reaktiver Sauerstoff-
molekiile (u.a. HyO2) durch die Pflanzenzelle beschrieben [116]. Aulerdem werden
Verdanderungen im Phosphorylierungstatus von Proteinen beobachtet und Ande-
rungen im Expressionsmuster von Genen (zusammengefafit in [54]). Typische pa-
thogenassoziierte Gene sind die PR-Gene (“pathogenesis related” [43, 174]).

Um nach Pathogenerkennung tatséchlich Resistenz zu vermitteln, sind aufler
dem R-Gen seine Interaktionspartner nétig [75]. Zum Beispiel funktionieren die
meisten der Mla-Gene in Gerste, wie die mit Resistenz gegeniiber Blumeria im
Zusammenhang stehenden R-Gene dort heiflen, nur zusammen mit den Produk-
ten zweier weiterer Gene, mit Rar! und Rar2 [164]. In Arabidopsis thaliana sind
eds1 und ndrl fiir die Funktion einer gewissen Klasse von R-Genen unersetzlich
[40].

Auch fiir die Ausbildung der Nichtwirtsresistenz sind mehrere Genproduk-
te notig. Auf die jiingst beschriebenen Mutanten, die in Arabidopsis thaliana
und Hordeum vulgare Resistenz vermitteln, wird in Abschnitt 1.2.2 eingegangen.
Noch nicht beschrieben wurde die Mutante pen2 von Arabidopsis thaliana, bei
der Nichtwirtspathogene eine erhohte Penetrationsrate zeigen [105]. Sie wurde
fiir Teile dieser Arbeit verwendet.

1.1.3 In dieser Arbeit verwendete Pathosysteme

In den Teilen dieser Arbeit, in denen die Interaktion zwischen Pflanze und pilz-
lichem Pathogen untersucht wurde, kamen zwei Pflanze-Pathogen-Systeme zum
Einsatz. Beide sind Nichtwirtssysteme und wurden schon beschrieben. Das erste
Pflanze-Pathogen-Paar wird gebildet aus Keimlingen des Oomyceten Phytophtho-
ra infestans und in Suspensionskultur kultivierten Zellen von Petroselinum cris-
pum gebildet. Dieses Modellsystem wurde zum ersten Mal von Gross et al. [50]
beschrieben. Natiirliche Wirte von Phytophthora infestans sind Kartoffelpflanzen,
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bei denen er die Kraut- und Knollenfdule verursacht. Petersilie ist kein Wirt von
Phytophthora infestans. Vorgéange, die beim Befall von Petroselinum crispum mit
Phytophthora infestans ablaufen, sind auch in Petersiliezellen aus Suspensions-
kultur zu beobachten, wenn diese mit dem Pilz infiziert werden. Dazu gehéren
zelluldre Verdanderungen wie das Rearrengement des Zytoskeletts, die Induktion
verteidigungsrelevanter Gene und, in manchen Féllen, ein Absterben der betrof-
fenen Zelle [43].

Dieses haufig verwendete System reduzierter Komplexitéit ermoglicht die Be-
obachtung intrazelluldrer Vorgénge unter relativ einfachen Bedingungen im La-
bor. Zysten von Phytophthora haften wahrend ihrer Keimung an der Ober-
flache beschichteter Objekttrager. Dadurch werden auch die von ihnen infizierten
Petroselinum-Zellen aus Suspensionskultur immobilisiert. Nicht infizierte Zellen
konnen durch Spiilen entfernt und so die infizierten Zellen und Mikrokalli ange-
reichert werden.

Fiir Immunlokalisationsstudien wurde dieses System verwendet, in dem eine
Behandlung und Beobachtung der infizierten Zellen leicht moglich sind.

Fiir funktionelle Untersuchungen wurde ein anderes Pflanze-Pathogen-Paar
verwendet. Arabidopsis-Pflanzen wurden mit Konidiosporen des Ascomyceten
Blumeria graminis f. sp. hordei, dem Verursacher von Mehltau in Gerste, inoku-
liert. Arabidopsis thaliana stellt fiir ihn ebenfalls keinen Wirt dar. Konidiosporen
von Blumeria graminis keimen trotzdem auf Blattern von Arabidopsis thaliana. In
jiingster Vergangenheit sind zwei Artikel erschienen, die dieses Nichtwirtssystem
beschreiben [28, 78]. Es konnen Infektionsversuche des Pilzes ebenso wie pflanzli-
che Abwehrmafinahmen beobachtet werden. Der Vorteil, den Arabidopsis thaliana
gegeniiber Petroselinum crispum hat, ist das Vorliegen der (nahezu) vollsténdigen
Genomsequenzinformation, wodurch genetische Untersuchungen leichter moglich
sind. Die Beobachtung intrazelluldrer Verdnderungen wurde in einem Fall auch
in Arabidopsis thaliana vorgenommen, ansonsten diente dieses System zu geneti-
schen und funktionellen Untersuchungen.

1.2 Pathogenbefall: Vorginge auf zellulirer
Ebene

Uber den Erfolg der Infektion durch ein pilzliches Pathogen bzw. den Erfolg der
Abwehr derselben durch die Pflanze wird auf zellulédrer Ebene entschieden [68,
129, 160]. Zunéchst wird hier beispielhaft ein Infektionsversuch des Ascomyceten
Blumeria graminis beschrieben. Nach Kontakt des Konidiums mit der Kutikula
eines Gerstenblattes werden folgende pilzliche Strukturen wéhrend der ersten
24 hpi (Stunden nach Inokulation) gebildet:

e Die Konidiospore bildet den priméaren Keimschlauch innerhalb von 1-2 hpi,
er dient der Anheftung der Spore am Blatt der Wirtspflanze.
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e An einer anderen Stelle wichst aus der Konidiospore der sekundéire Keim-
schlauch aus. Er wird auch Appressorium-Keimschlauch genannt und bildet
das Appressorium innerhalb von 10-12 hpi.

e Der vom Appressorium gebildete Penetrationskeil durchdringt innerhalb
von 16-24 hpi die Zellwand. Es bildet sich das Haustorium, iiber das die
dann auswachsenden Hyphen mit Nahrstoffen versorgt werden.

Die Bildung weiteren Myzels an der Blattoberfliche und die Sporulation treten
5 bis 7 Tage nach Inokulation auf [55]. Die Ausbildung von zwei Keimschlduchen
ist eine Besonderheit von Blumeria graminis, meist werden Anheftung und Ap-
pressorienbildung von der selben Struktur, vom Keimschlauch iibernommen.

Infektionen kénnen von der Pflanzenzelle in den allermeisten Féllen abgewehrt
werden, ohne dafl die Pflanze grofleren Schaden nimmt. Naton et al. unterschei-
denzwei Stadien, in denen das Wachstum des Pilzes aufgehalten werden kann:

e Die infizierte Zelle bildet schnell eine mechanische Barriere an der Zell-
wand innerhalb der Zelle unterhalb des pilzlichen Appressoriums. Diese
wird Papille genannt. Sie verhindert die Infektion der Zelle und das weitere
Pilzwachstum.

e Die infizierte Zelle stirbt nach Beginn der Infektion ab und verhindert so
das weitere Wachstum des Pilzes (“hypersensitiver Zelltod”, HR) [129].

Die Bildung einer Papille ist ein meist wirkungsvolles Mittel, um die Infektion
abzuwehren. Auf sie wird im folgenden ndher eingegangen.

1.2.1 Papillen

Lokale Zellwandverdickungen an der Penetrationsstelle als Phéanomen der Inter-
aktion zwischen Pflanze und Pathogen sind seit iiber hundert Jahren bekannt
[1]. Das Auftreten dieser Papille genannten Ablagerung korreliert oft mit einem
Miflerfolg der pilzlichen Invasion und unterbindet die weitere Entwicklung des
Pilzes. Die Bildung einer Papille wird sowohl bei Nichtwirtsresistenz, als auch
in inkompatiblen Interaktionen beobachtet. Besonders bei der auf mlo basieren-
den Grundresistenz von Gerste gegen Mehltau ist die Bildung einer Papille ein
Resistenzkriterium, denn HR wird dort selten beobachtet [160]. Struktur und
chemische Zusammensetzung der Papille zeigen grofie Variabilitét, sie enthalten
aber meist phenolische Komponenten und Kallose. Andere Papillenbestandteile
kénnen Lignin, Zellulose, Pektin, Suberin, Chitin, Lipide und sogar Silikat sein
[160]. Auch Proteine wie Peroxidasen oder hydroxyprolinreiche Glykoproteine
werden in Papillen an der Zellwand gefunden. Mit der Verdickung der Zellwand
einher geht oft auch eine Verbraunung, zumindest unterhalb der Penetrations-
stelle, was auf die Ablagerung phenolischer Komponenten schliefen 148t [160].



6 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Die Elizitoren der pflanzlichen Abwehrreaktion, und somit der Papillenbildung,
konnen Zellwandkomponenten sein, die entstehen, wenn der Pilz die Zellwand
angreift, oder der der Pflanzenzelle entstehende mechanische Schaden [69].

In vielen Fillen wurde im Zusammenhang mit der Papillenbildung das Auf-
treten von Vesikeln beobachtet, die unterhalb der Penetrationsstelle in der Zelle
akkumulierten [55, 164, 172].

Uber die genetische Basis von Papillenfunktion und Papillenbildung ist bislang
wenig bekannt. Dieser Prozefl der Papillenbildung beinhaltet stark koordinierte
und gerichtete Vorgéinge wie die Synthese, den Transport, die Sekretion oder
die lokalisierte Ablagerung von Verbindungen an oder den Einbau einer grofien
Vielzahl von Materialien in die Zellwand. Zytologische Daten zeigen, dafl das
Zytoskelett eine essentielle Funktionen bei der Papillenbildung hat, nicht nur,
was Transport, sondern auch, was Signalweiterleitung und Koordination angeht
[160].

1.2.2 Transport und Fusion von Vesikeln

Das haufig beobachtete Auftreten von Vesikeln im Zusammenhang mit der Bil-
dung einer Papille 148t die Frage nach ihrer Funktion und ihrem Inhalt aufkom-
men. So wird bei der Infektion von Hirse mit dem Pilz Colletotrichum gramini-
cola die Akkumulation von Vesikeln unterhalb der Penetrationsstelle beobachtet,
die miteinander verschmelzen. Sie enthalten antimikrobiell wirksame Substanzen
[172]. In Gerste sind die gebildeten Papillen von einem Ring von Vesikeln umge-
ben, die Zellwandmaterial fiir die lokale Verstdarkung der Zellwand an der Infek-
tionsstelle lieferen. Féarbung mit Diaminobenzidin (DAB) zeigt, dafl diese Vesikel
H505 enthalten. Auch Vesikel, die kein HyO5 enthalten, zeigen Autofluoreszenz
und enthalten also wahrscheinlich phenolische Komponenten [55].

Der Transport von Vesikeln innerhalb einer Zelle geschieht zielgerichtet von ei-
ner Ausgangsmembran zu einer Zielmembran. An der Ausgangsmembran werden
Vesikel durch Abschniirung erzeugt. In den Transport von Vesikeln sind viele Pro-
teine involviert [9, 157]. Das erste Protein, das als fiir den Vesikeltransport not-
wendig identifiziert wurde, ist NSF (/N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein),
eine zytosolische ATPase. NSF ist iiber a-SNAP (“soluble NSF-attachment pro-
tein”) mit der Membran assoziiert. a-SNAP interagiert mit SNAP-Rezeptoren,
die SNARESs genannt werden [37, 156]. Die von Sollner et al. aufgestellte Hypo-
these zum Vesikeltransport besagt, daf§ die Verbindung von Vesikeln mit spezifi-
schen Zielmembranen durch verschiedene Typen von SNAREs ermoglicht werden,
namlich durch die Interaktion von Vesikel-SNARESs (v-SNARE) mit Ziel-SNAREs
(Target-SNARE. t-SNARE) [173]. Zu den v-SNAREs an der Membran von Ve-
sikeln gehort Synaptobrevin, zu den t-SNAREs an der Plasmamembran gehoéren
Syntaxin und SNAP-25 [37]. Collins et al. zeigten in einem kiirzlich erschiene-
nen Artikel, dafl SNARE-Proteine auch fiir die erfolgreiche Pathogenabwehr von
entscheidender Bedeutung sind [28]. Sie vergleichen die Mutante pen! aus Arabi-
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dopsis thaliana, die ein Defizit in der Nichtwirtsresistenz aufweist, mit der Mu-
tante ror2 aus Hordeum vulgare. Beide haben einen Defekt in einem Syntaxin.
Das deutet darauf hin, dafl es nicht nur evolutionir konservierte, sondern auch
funktionale Gemeinsamkeiten zwischen Nichtwirtsresistenz in Arabidopsis thalia-
na und Grundresistenz in Gerste gibt.

In Wurzelhaaren ist ein funktionierender Vesikletransport ganz entscheidend
fiir das Wachstum des Wurzelhaares an der Zellspitze [124]. Ebenso ist das Wachs-
tum von Pollenschlduchen auf den Transport von Vesikeln, die das Material fiir
den Aufbau der Zellwand zur Spitze der wachsenden Zelle bringen, angewiesen
[190].

1.2.3 Verdnderungen des Zytoskeletts und Kernwande-
rung

An der Infektionsstelle gehen in der betroffenen Zelle dynamische metabolische
und strukturelle Verdnderungen vor sich. Diese wurden von vielen Autoren unter-
sucht [54, 128, 161, 168]. Trotz der Unterschiede zwischen den verwendeten Mo-
dellsystemen zeigen sich auffillige Ahnlichkeiten. So zeigen Kobayashi et al. [92]
die Zunahme der Zytoplasmastrange bei der Infektion von Gerste mit Sporen von
E. graminis (Wirtspathogen) und FE. pisi (Nichtwirtspathogen). Nicht nur die An-
zahl der beobachteten Zytoplasmastringe, vor allem ihre Orientierung verédndert
sich [169]. Besonders eindrucksvoll sind die Experimente von Gus-Mayer et al.
[54]. Sie simulieren die Infektion einzelner Zellen durch Mikromanipulation. Da-
bei werden eingebettete Zellen mit einer Wolframnadel, deren Durchmesser dem
einer Pilzhyphe entspricht, leicht beriihrt, aber nicht verletzt. Dieser Druck 16st
die aus vielen Pathosystemen bekannten Reaktionen der Zelle aus, u.a. die Reori-
entierung der Zytoplasmastrénge. Die Zytoplasmastréange nehmen Kontakt zu der
Stelle auf, an der die Nadel die Zelle beriihrt. Ein Grofiteil der Zytoplasmastrénge
orientierte sich in dieser Weise [54].

Mit der verdnderten Orientierung geht eine starke Zunahme der Zytoplasma-
stromung einher [43]. Starke Zytoplasmastromung ist auch von Zellen bekannt,
die sich durch Spitzenwachstum ausdehnen. Starke Zytoplasmastréomung ist ein
Charakteristikum wachsender Pollenschlauche, auch wachsende Wurzelhaare zei-
gen zur Spitze gerichtete Zytoplasmastromung [42, 190]. Ahnlich wie in letzteren,
wo der Zellkern in das wachsende Wurzelhaar einwandert und immer in der Néhe
der Spitze bleibt [6], wandert auch in infizierten Zellen — und solchen, in denen die
Infektion mechanisch simuliert wird — der Zellkern zusammen mit einem Teil des
Zytoplasmas in die Nihe der Infektionsstelle [54, 67]. Uber die Bedeutung dessen
kann bisher nur spekuliert werden. Sie konnte in der Verkiirzung der Wege zwi-
schen dem Zellkern und der metabolisch aktiven Stelle liegen, was die Kontrolle
der Vorgénge ebenso wie den Transport von Substanzen erleichtern wiirde [160].
Auler Proteinen und Metaboliten ist méglicherweise mRNA zu transportieren.
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So kénnte die Lokalisation von Proteinen durch die Lokalsiation ihrer mRNA und
lokale Proteinsynthese verursacht werden. Spezifische Lokalisation von mRNA an
der Spitze wachsender Wurzelhaare wurde auch von Baluska et al. beschrieben
6].

In den Experimenten von Gus-Mayer et al. konnte die durch Beriihrung der
Zelle mit einer Nadel ausgeloste Kernwanderung durch Behandlung mit dem In-
hibitor Cytochalasin unterbunden werden [54].

E. pisi ist fiir Gerstenpflanzen ein Nichtwirtspathogen, dem Pilz gelingt es
nicht, in Epidermiszellen der Pflanze einzudringen. Werden die Pflanzen aber
mit Cytochalasinen, Inhibitoren der Aktin-Polymerisation, behandelt, gelingt es
E. pisi, Zellen erfolgreich zu penetrieren [91]. Ebenso wie die Kernwanderung
wird die Ablagerung von Kallose durch Inhibitoren des Zytoskeletts unterbunden
[131].

Auch bei der Interaktion von Leguminosen mit Rhizobiumbakterien ist die
schnelle Depolymerisation der Aktinfilamente ein notwendiger Schritt fiir ein er-
folgreiches Eindringen der Symbionten in die Wurzelhaare der Pflanze. Sie wird
durch Nod-Faktoren (Lipochitooligosaccharide) induziert [131].

Inhibitoren der Mikrotubuli-Polymerisation zeigen einen geringeren oder gar
keinen Effekt auf Kernwanderung und Infektionsverhalten von Pilzen. Diese Da-
ten belegen die fundamentale Bedeutung intakter Aktinfilamente fiir die erfolg-
reiche Pahtogenabwehr.

1.2.4 Hypersensitiver Zelltod einer oder mehrerer Zellen

Nach der Bildung der Papille ist der hypersensitive Zelltod ein haufig eingesetztes
Mittel zur effektiven Abwehr des eindringenden Pilzes [151, 161]. Damit opfert
die Pflanze eine, ndmlich die betroffene Zelle, um das eindringende Pathogen zu
isolieren und abzutoten und so die ganze Pflanze vor der Kolonialisation durch
das Pathogen zu bewahren [145]. Apoptose ist auch in tierischen Organismen ein
Mittel der aktiven zellautonomen Pathogenabwehr [69]. Der Mechanismus, der
in Pflanzen zum hypersensitiven Zelltod fiihrt, ist weitgehend unbekannt [129].
Die Vorgénge beim Tod befallener Zellen dhneln sich zwischen den Pflanzenarten,
kénnen aber in unterschiedlichem Tempo ablaufen. So sterben befallene Kartoffel-
zellen recht schnell ab, zu beobachten sind eine Verlangsamung der Zytoplasma-
stromung, die zum Erliegen kommt, und Verédnderungen des Zytoplasmas, dessen
Erscheinungsbild zunehmen granuldar wird, bis schliellich der Protoplast kolla-
biert [160]. Dem Pilz wird dadurch, sofern er durch diesen Vorgang nicht direkt
betroffen ist, die Nahrungsgrundlage entzogen [23].

In Gerstenpflanzen kann in einigen Féllen die Infektion auch durch Absterben
der Mesophyllzellen unterhalb der befallenen Epidermiszelle abgewehrt werden
[55]. Da biotrophe Pilze auf lebende Wirtszellen als Nahrungsgrundlage ange-
wiesen sind, konnen einige von ihnen den Zelltod in der Wirtspflanze aktiv un-
terdriicken. Das zeigt der sogenannte “green island effect”. Dort verhindert die
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Infektion mit Blumeria graminis den Chlorophyllabbau in infizierten Zellen, der
in den iibrigen Zellen stattfindet, wenn griine infizierte Bléatter einige Tage im
Dunkeln inkubiert werden und etiolieren [164].

Daf§ der Zelltod infizierter Zellen ein aktives Programm und nicht eine pas-
sive Folge der Infektion ist, zeigt die Nowendigkeit der Proteinsynthese fiir die
Hypersensitivitatsreaktion [161].

1.2.5 Signalmolekiile und Genexpression

Da die von der Pflanze eingesetzten Mittel zur Pathogenabwehr zwar meist erfolg-
reich, aber wahrscheinlich sehr energieintensiv sind, mufl die Pflanze versuchen,
nur die wirklich erforderlichen Mafinahmen zu ergreifen und erfolgreich einzuset-
zen, um die damit verbundenen “Kosten”, Energieverbrauch und Reduktion der
“Fitness” der ganzen Pflanze, so gering wie méoglich zu halten [160].

Zu den Signalen, die die pflanzlichen Abwehrreaktionen hervorrufen, gehoren
die vom Pilz produzierten Elizitoren, die Verletzung der Zellwand durch das Pa-
thogen und auch der vom Pilz ausgeiibte mechanische Druck (siehe Abschnitte
1.2.1 und 1.2.3). Die Koordination der zelluldren Antwort erfolgt aber durch
interne, pflanzliche Signale, zu denen sowohl die Erhchung der zelluldren Kal-
ziumkonzentration [16, 86] als auch die Erzeugung reaktiver Sauerstoffmolekiile
gehoren [119].

Man kann zwei Wellen von HyOs-Entwicklung in Nichtwirtsbeziehungen be-
obachten. Die erste HyOo-Entwicklung ist sehr lokal und tritt an der Stelle der
versuchten Penetration auf [50, 164]. Hiickelhoven et al. zeigen, daf3 bei Infektio-
nen, die durch Papillenbildung erfolgreich abgewehrt werden, die Bildung effek-
tiver Papillen mit dem Auftreten von HyO, an diesen Stellen einhergeht. Dabei
ist nicht die Papillenbildung als solche mit dem Auftreten von HyOs korreliert,
Papillen werden auch ohne lokale HyOo-Entwicklung gebildet. Die Pilzentwick-
lung wird aber nur durch die Papillen zum Stillstand gebracht, bei deren Bildung
H,0, entwickelt wurde [55].

Der Entwicklung von H,O5 werden mehrere Funktionen zugemessen: Einerseits
kann H,O, direkt toxisch auf den Pilz wirken, zum anderen koénnen reaktive
Sauerstoffmolekiile die Papillen durch oxidative Vernetzung ihrer Komponenten
verstirken [2, 69]. Die Entwicklung reaktiver Sauerstoffmolekiile wirkt auch als
Signal [66, 77]. Sie induziert die Expression verteidigungsrelevanter Gene. Dazu
gehoren die PR-Gene wie PR1 in Petroselinum crispum und PR1-1 in Solanum
tuberosum, auferdem u.a. PAL (Phenylalanin-Ammonium-Lyase) und 4CL (4-
Coumarat:CoA-Ligase) [31, 44, 58]. AuBerdem ist der hypersensitive Zelltod mit
dem Auftreten von HyO5 in Konzentrationen korreliert, die fiir die Zelle noch
nicht direkt toxisch wirken [69, 76, 116].
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1.3 Aktin

Wie wichtig ein intaktes und funktionierendes Zytoskelett ist, zeigte schon der
Abschnitt 1.2.3. Seine Funktionen sind aber viel umfassender. Hier wird weniger
auf Mikrotubuli, sondern mehr auf Aktinfilamente eingegangen.

1.3.1 Dynamik von Aktinfilamenten

Aktinfilamente sind aus Untereinheiten, aus monomeren Aktinmolekiilen (“glo-
bular actin”, G-Aktin), aufgebaut. Im Filament (F-Aktin) haben die Monomere
die gleiche polare Orientierung, sie bilden ein doppelstrangiges gewundenes Seil
mit einem Wiederholungsabstand von 38 nm, was ca. 13 Monomeren entspricht.
Die polare Orientierung der Monomere fiihrt zu einer Polaritdt des Filaments,
das ein schnell wachsendes (Plus-) und ein langsam oder gar nicht wachsendes
(Minus-)Ende besitzt. Die Filamente werden stdndig umgebaut, Aktin polyme-
risiert aus dem Pool von G-Aktin, beim Filamentabbau entstehende Monomere
kehren wieder in diesen zuriick [153].

Die Polymerisation von Aktin verlduft am Plus-Ende effizienter. Unpolyme-
risiertes Aktin ist in der Zelle an ADP oder ATP gebunden, ATP-Aktin poly-
merisiert leichter als ADP-Aktin [153]. Wahrscheinlich liefert die Hydrolyse von
Aktin-gebundenem ATP die Energie, die zum Filamentaufbau nétig ist [182].
ATP-gebundenes Aktin wird an das Filamentende angelagert, ATP wird zu ADP
hydrolysiert, dann dissoziiert der inorganische Phosphatrest langsam. Diese Dis-
soziation markiert das Alter des Aktinfilaments und ist ein Signal zum Abbau,
besonders von Filamentverzweigungen [13]. Bemerkenswert ist, dafl Aktin an ei-
ner Stelle in der Zelle zu Filamenten polymerisieren kann und die Filamente an
einer anderen Stelle derselben Zelle statisch sind oder sogar abgebaut werden.

1.3.2 Funktionen des Aktinskeletts

Das Zytoskelett verbindet zytosolische Komponenten mit der Plasmamembran.
Es gewéhrt Anschluf§ zu den Rezeptoren, leitet Signale weiter und beeinfluft
zellulire Antworten. Es ist Geriist und Signalapparat eukaryotischer Zellen
[153, 193]. In der Interphase bilden Aktinfilamente Netzwerke und dehnen sich
durch das gesamte Zytoplasma aus, womit sie die Grundlage fiir die Zytoplas-
mastromung bilden [153]. Die Aktinfilamente bilden ein Netz um den Nukleus,
von wo aus sie in Biindeln zur Peripherie “strahlen”, dort bilden sie subkortikale
Biindel und liegen in einzelnen Stringen entlang der Mikrotubuli. Obwohl sich
die meisten Pflanzenzellen nicht bewegen und eine starre Zellwand haben, kann
die intrazelluldre Bewegung sehr stark sein. [153].
Zu den umfassenden Funktionen des Aktinskeletts gehoren:

e die Bereitstellung dynamischer Bahnen fiir die Zytoplasmastromung
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e die Koordination von Entwicklung und Zellwandablagerungen

e die Etablierung der Zellpolaritét

e die Zellelongation und das Spitzenwachstum

e die Positionierung von Rezeptoren und der Transmembrantransport
e der intrazelluldre Protein- und mRNA-Transport

e die Orientierung der Chloroplasten in Abhéngigkeit vom Licht, die Positio-
nierung von Zellkern und Organellen

e die Reaktion der Zelle auf Pathogenbefall [115, 118].

Aktin wirkt entscheidend am Zellwachstum und an der Gestaltung der Zell-
morphologie mit [113]. Damit hat das zelluldre Aktinskelett auch Einfluf§ auf die
Morphologie der gesamten Pflanze, da Wachstumsprozesse ein Zusammenspiel
aus Zellteilung, Zelldifferenzierung und Zellwachstum darstellen [115, 118]. Das
Wachstum einer einzelnen Zelle wiederum ist ein Zusammenspiel von Ausdehnung
der Zelle und Zellwandaufbau [111]. Beides wird durch das Zytoskelett gesteuert
und koordiniert [131]. Bei der Ausdehnung der Zelle wirken der Turgor und das
Aktinskelett zusammen, das auch die Adhésion von Zytoskelett und Plasmamem-
bran vermittelt [150]. Neuere Uberlegungen gehen davon aus, daf auch pflanzli-
che Wachstumsprozesse eine Art Bewegung darstellen, bei denen die Membran
durch das Filamentwachstum in eine bestimmte Richtungen gedréingt wird [6, 7).
Aktinfilamente zeigen wéhrend des Spitzenwachstums in Pollenschlduchen und
Waurzelhaaren eine spezielle Lokalisation, auf die Abschnitt 1.5 noch eingegangen
werden wird.

Das Zytoskelett verdndert sich wéhrend des Zellzyklus. Aktinfilamente rea-
gieren auf interne und externe Stimuli. Wéihrend der Wachstumsphase wachsen
auch die Filamente selbst. Trotzdem mufl das Zytoskelett auf externe Stimuli wie
Gravitropismus, Pathogene und Symbionten reagieren. Eine wichtige Komponen-
te der Aktinfilamentregulation ist die gerichtete lokale Polymerisation und damit
Elongation von Filamenten [153, 175].

Héufig findet man in der Zelle eine Kolokalisation von Aktinfilamenten und
Mikrotubuli [153]. Im Gegensatz zu tierischen Zellen benutzen verschiedene Or-
ganellen in Pflanzen Aktinfilamente bzw. -filamentbiindel und nicht Mikrotubuli
als Bahnen fiir ihre intrazellulire Bewegung. Manche Organellen konnen zwi-
schen Aktinfilamenten und Mikrotubuli als Basis fiir ihre Bewegung wechseln. So
wirken die Komponenten des Zytoskeletts kooperativ und nicht exklusiv bei der
Organellbewegung [112].
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1.3.3 Eigenschaften von Aktinen, ihre Gene und ihre Ex-
pression

Aktine treten in allen untersuchten Eukaryoten auf, sie haben ein Molekularge-
wicht zwischen 42 und 45 kDa und einen isoelektrischen Punkt um pH 5,8 [153].
Ihre Sequenz ist, auch zwischen Tier- und Pflanzenreich, stark konserviert, so fin-
det man Sequenzhomologien um 80 % [153]. Besonders in Pflanzen werden Aktine
durch auffallend grofie Genfamilien kodiert, Petunien haben bis zu einhundert Ak-
tingene [115]. In Arabidopsis thaliana gibt es zehn Aktingene, acht davon werden
tatsédchlich exprimiert. Diese acht Gene konnen hinsichtlich ihrer Sequenz in zwei
Klassen eingeteilt werden, in vegetativ und reproduktiv exprimierte Aktingene
[115]. Die Expression der Aktingene ist in Arabidopsis thaliana gut untersucht. Zu
den vegetativ exprimierten Genen gehoéren AtACT2 und AtACTS8, deren Expres-
sion in den meisten Geweben iiberwiegt und relativ konstant ist. Das dritte der
vegetativen Aktingene aus Arabidopsis thaliana, AtACTT, wird stark in jungen,
wachsenden Geweben exprimiert. Seine Expression kann durch eine Reihe von
Stimuli beeinflufit werden, zu diesen gehoren die meisten Phytohormone [117].
Auch Verwundung kann seine Expression induzieren. Jin et al. gelang die Identi-
fikation eines Aktingens aus Malve, dessen Expression beim Befall der Pflanze mit
dem Pathogen Colletotrichum gloeosporioides f. sp. malvae induziert wird. Es fallt
beim Vergleich mit den Aktingenen aus Arabidopsis thaliana in die Unterklasse
der vegetativ exprimierten Gene und zeigt die grote Homologie zu AtACT7 [80].
Dies ist der erste Report eines durch Pathogenbefall induzierten Aktingens. Er
zeigt gleichzeitig die evolutionédre Konservierung von Sequenz, Expression und
moglicher Funktion.

Die Expression einzelner Gene der grofien Aktingenfamilien iiberlappt, d.h. in
einem Gewebetyp, sogar in einer Zelle werden verschiedene Aktingene exprimiert.
Die funktionelle Bedeutung des Vorhandenseins mehrerer Isoformen in einer Zelle
ist noch nicht verstanden, zwei verschiedene Erklarungsmoglichkeiten bieten sich
an: Finerseits gewihrt die Epxression mehrerer dhnlicher Gene ein gewisses Mafl
an Stabilitdt und Robustheit, andererseits ist auch die Annahme berechtigt, dafl
verschiedene Aktine tatsichlich verschiedene Funktionen wahrnehmen und eine
sehr feine Regulation des Zytoskeletts ermdglichen [117, 131].

1.3.4 Aktin-bindende Proteine

Es gibt eine grofie Vielzahl Aktin-bindender Proteine.

Aktin-bindende Proteine regulieren die Grofle und Aktivitdat des Pools und die
Umsatzrate von Aktin-Untereinheiten, die Nukleation von Filamenten, die sub-
zelluldre Lokalisation dieses Prozesses und die Organisation von Aktin in Struktu-
ren hoherer Ordnung (Biindel 0.4.) [115]. Aktin kommt in der Zelle als Monomer,
als Filament und als Filamentaggregat vor. Die grofle Vielzahl bekannter Aktin-
bindender Proteine kann man durch Einteilung in verschiedene Klassen sortieren
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[176], es gibt Proteine, die

e Aktinmonomere binden, sie dienen der Regulation der Polymerisation und
Depolymerisation von Aktin

e an die Enden bestehender Filamente binden, sie verhindern die Verlange-
rung dieser Filamente ebenso wie den Verlust von Monomeren vom Fila-
mentende

e seitlich an Aktinfilamente binden, sie stabilisieren die Filamente oder be-
wirken ihren Abbau, vernetzen sie zu Netzwerken oder Filamentbiindeln
oder bewirken den Transport entlang der Filamente.

Die Interaktion zwischen Aktin-bindenden Proteinen und Aktin in Filamen-
ten bzw. Aktinmonomeren ist notig, um die Organisation und die Dynamik des
Aktinskeletts zu modulieren [175]. Signale, die die Zellmorphogenese betreffen,
modifizieren das Aktinskelett. Aktin-bindende Proteine sind Zwischenglieder zwi-
schen Signaltransduktion und der Reorganisation des Zytoskeletts [115, 153].

Proteine, die an Monomere und Filamentenden binden

Aktinfilamente polymerisieren und depolymerisieren stindig aus einem Pool von
Aktinmonomeren. Die Interaktion von Aktinmonomeren mit Aktin-bindenden
Proteinen steuert die Dynamik von Aktin [29, 153].

Zu den Aktin-bindenden Proteinen, die Aktinmonomere binden, gehort Pro-
filin, dem wegen seiner Bedeutung fiir diese Arbeit ein ganzer Abschnitt (Ab-
schnitt 1.4) gewidmet wird, auflerdem das aus tierischen Organismen bekannte
Thymosin und ADF (actin depolymerising factor), der weiter unten diskutiert
wird. Thymosin (34 bindet G-Aktin. Durch die Bindung an Thymosin werden die
Aktinmonomere dem Gleichgewicht zwischen G- und F-Aktin entzogen, was die
Polymerisation von Aktin behindert. Auch auf die Wirkung von Thymosin wird
im Abschnitt 1.4.1 nochmals eingegangen.

Zu den Aktin-bindenden Proteinen, die an die Enden bestehender Filamente
binden, gehoren die sogenannten “Capping Proteine”. Ihre Bindung an das Fi-
lamentende verhindert die Anlagerung weiterer Aktinmonomere und somit die
Verlangerung der Filamente. Sie verhindert auch die Anlagerung von Aktinfrag-
menten, wie sie beim Abbau von Filamentverzweigungen oder beim Filamentab-
bau unter Beteiligung von ADF entstehen [13].

Die Besetzung einzelner Filamentenden kann die Aktinpolymerisation an an-
deren Stellen férdern, da so die vorhandenen Monomere gezielt zur Filament-
verldngerung eingesetzt werden kénnen. Sie regulieren also nicht nur die Dynamik
der Filamente, an die sie binden und deren Elongation sie verhindern, sondern
auch die Dynamik anderer Filamente, deren Elongation sie indirekt fordern. Gel-
solin als ein Capping Protein stellt durch seine Bindung an das Filamentende eine
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Verbindung des Aktinskeletts mit der Plasmamembran her [108]. Gelsolin wird
durch Kalzium und das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat (PIPs)
reguliert [190]. Gelsoline wirken beim Pollenschlauchwachstum mit [153, 190].
Bewegung auf der Basis von Aktinpolymerisation lduft in der Gegenwart von
Gelsolin schneller ab [141].

ADF

ADF ist ein Aktin-bindendes Protein, das am Umbau der Aktinfilamente, und
insbesondere an ihrem Abbau, beteiligt ist. ADF kann sowohl Aktinmonomere als
auch F-Aktin binden [153]. Seine Wirkung auf Aktinfilamente ist abhédngig vom
pH-Wert. Bei saurem pH bindet ADF an Filamente, bei basischem pH foérdert es
deren Depolymerisation [53, 176, 190]. Nichtpflanzliche ADF werden oft Cofiline
genannt. ADF und Cofiline werden als zu einer Familie gehorig betrachtet [153].
Diese Proteine haben eine Grofle zwischen 15 und 22 kDa [115]. Sie werden in
Tieren und Pflanzen exprimiert. In Arabidopsis thaliana und Mais bilden ADF's
kleine Genfamilien, in Arabidopsis thaliana gibt es mindestens sechs Isoformen.
In Mais gibt es mindestens drei ADFs, die in konstitutiv und pollenspezifisch
exprimierte Isoformen unterteilt werden kénnen [176]. Auf Sequenzebene ist die
Ahnlichkeit zwischen tierischen und pflanzlichen ADFs gering, aber Aminoséuren
an der Phosphorylierunsgstelle und an den Positionen, die zur Aktinbindung oder
zur Bindung anderer Partner beitragen, sind konserviert [153]. Auflerdem wird
die Aktivitdat von ADF durch Phosphoinositide reguliert [115].

ADF kann, ebenso wie Profilin, aufler Aktin auch PIP, binden und dieses
Phospholipid vor der Hydrolyse durch die Phospholipase C (PLC) schiitzen [53].
Durch die Bindung von PIP, wird die Bindung von ADF an Aktin inhibiert.
Auch die Phosphorylierung von ADF behindert seine Bindung an und seine de-
polymerisierende Wirkung auf Aktin [115]. ADFs werden am am C-terminalen
Serin phosphoryliert [14, 115, 131, 176].

ADF tragen durch die Depolymerisation und den Abbau élterer Filamente zur
Erhéhung des Aktinumsatzes in der Zelle bei [120]. ADF1 aus Arabidopsis thalia-
na (AtADF1) hat ausschlieflich depolymerisierende Wirkung [115]. Actophorin,
auch ein ADF, bewirkt die schnellere Dissoziation des Phosphatrestes, der bei der
Hydrolyse von ATP zu ADP im Aktinfilament entsteht [13]. Das fordert die De-
polymerisation und speziell den Abbau von Verzweigungen von Aktinfilamenten
[13]. Man nimmt an, dal ADF bestehende Filamente zerreifien kann, denn die
bei niedrigem pH mit ADF besetzten Filamente depolymerisieren sehr rasch bei
Erhohung des pH-Wertes [115]. Dadurch erhéht sich wiederum die Anzahl von
Filamentenden, die zur Elongation zur Verfiigung stehen [120]. ADF inhibiert
den Nukleotidaustausch am G-Aktin [153].

Die physiologische Wirkung von ADF bei Mikroinjektion in Staubblatthaar-
zellen von Tradescentia ist die Zerstorung der Zytoplasmastringe und der Zyto-
plasmastromung. Im Gegensatz zur Injektion von Profilin kénnen diese sich aber
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erholen, innerhalb von 25-40 min sind die ersten Aktinfilamente wieder sicht-
bar [74]. In wachsenden Wurzelhaaren ist ADF schon ganz zu Beginn, wenn
der Trichoblast die Bildung des Wurzelhaares initiiert, an der Stelle zu sehen,
an der das Wurzelhaar auswachsen wird [79]. Von tierischen ADFs ist bekannt,
daB sie zwischen dem Zytoplasma und dem Zellkern pendeln [8]. Auch ADF aus
Zea mays (ZmADF3) wird im Zellkern gefunden [79]. Obwohl von ADF selbst
keine filamentbiindelnde Wirkung bekannt ist, scheint ADF trotzdem die Fila-
mentbiindelung zu fordern. Die Uberexpression von ADF fithrt in Dictyostelium
discoidum zur Bildung dicker Filamentbiindel [74].

Es ist vorstellbar, da lokale Anderungen im pH-Wert oder von pH-Gradienten,
z.B. beim Spitzenwachstum von Pollenschlduchen, die Aktivitdt von ADF mo-
dulieren [53]. ADF-Funktion ist fiir die Motilitdt auf der Basis von Aktin(-
Polymerisation) zwingend erforderlich [120]. Profilin und ADF erhohen beide die
Dynamik von Aktinfilamenten als Antwort auf externe und endogene Stimuli,
aber durch verschiedene Mechanismen [6]. ADF vergroflert den Pool von Aktin-
monomeren. ADF ist in vivo im gesamten Zytoplasma verteilt und vor allem da
zu finden, wo Aktinfilamente akkumulieren und der Durchsatz hoch ist [153].

Vernetzung von Aktinfilamenten

Aktinfilamente liegen in drei verschiedenen raumlichen Ordnungen vor: als einzel-
ne Filamente, als Netzwerke oder als Biindel. Die Bildung von Aktinnetzwerken
und Biindeln erfordert die Gegenwart quervernetzender Proteine. Diese miissen
mindestens zwei Aktinbindungsstellen haben oder mindestens als Dimere funk-
tionieren. Im allgemeinen sind quervernetzende Proteine, die Aktin in Netzwer-
ken organisieren, lange Molekiile von hohem Molekulargewicht. Sie bilden selbst
Briicken zwischen den Filamenten und fithren zur Bildung loser Netzwerke [153].
Proteine, die Aktin biindeln, sind kleiner und von globulérer Form, sie bringen
die Filamente in dichtgepackte Biindel [140].

Zur Gruppe der Vernetzer gehort u.a. die Spektrin-Familie. Spektrine sind
multifunktionale Aktin-bindende Proteine. Ihre Aufgabe ist der Erhalt von Form
und mechanischen Eigenschaften der Zelle. Sie regulieren den Transport von Vesi-
keln und deren Interaktion mit Membranen. In Pflanzenzellen wurden Spektrine
bzw. Spektrin-dhnliche Proteine in Zellen von Vicia faba entlang der Plasma-
membran gefunden [153]. Da Spektrin-dhnliche Proteine an der Plasmamembran
vornehmlich in wachsenden Zellen gefunden werden, hat sich der Einsatz von
Antikorpern gegen Spektrine als guter Marker fiir Zellwachstum etabliert. Das
Spektrin-dhniche Epitop ist an der Spitze von wachsenden Wurzelhaaren zu fin-
den, nicht aber in ausgewachsenen Haaren [153]. Fimbrin und das actin bundling
protein (P-135-ABP) sind Aktin-bindende Proteine, die in Pflanzen identifiziert
wurden [98, 201]. Auch Talin gehort zu den Aktin-vernetzenden Proteinen [162].
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Bewegung durch Aktinfilamente

Aktinfilamente bilden die Basis fiir die Zytoplasmastromung in der Zelle. Sie wird
verursacht durch die Bewegung von Organellen entlang der Aktinfilamente. Zyto-
plasmastromung verlduft in der Richtung des Plusendes der Aktinfilamente [190].
Myosinbesetzte Organellen werden entlang der Filamente oder Filamentbiindel
bewegt. Diese Bewegung kann durch die kalziumabhéngige Phosphorylierung von
Myosin verhindert werden [178]. Man nimmt an, da} die myosingetriebene Or-
ganellbewegung die Zytoplasmastromung und so den Stoff- und Gasaustausch
innerhalb der Zelle bewirkt [117].

Myosine sind aktinbasierte Motorproteine und haben eine konservierte Motor-
doméne, die fiir die Bindung an Aktin verantwortlich ist. Die Schwanzdoménen
sind variabel, so konnen wahrscheinlich verschiedene Partner gebunden werden
[131]. In Pflanzen bilden Myosine grofie Genfamilien [117]. Allerdings unterschei-
den sich die pflanzlichen Myosine von den aus Tieren bekannten [131]. Die myo-
sinabhéngige Bewegung lduft unter Energieverbrauch ab, die Energie wird durch
die Hydrolyse von ATP zu ADP am Myosin zur Verfiigung gestellt [131].

Myosine sind zwar wichtig fiir die Bewegung von Organellen in der Zelle, es gibt
aber auch verschiedene Arten myosinunabhéngiger Bewegung. So beschreiben
Mathur et al. [112] die Bewegung von Peroxisomen in der Zelle, die wahrscheinlich
durch die Polymerisation von Aktin und weniger durch Myosine angetrieben wird,
wie Inhibiorstudien zeigen. Auch die Bewegung von Mitochondrien in Hefezellen
wird durch die Aktinpolymerisation angetrieben.

Aufer der aktinbasierten Bewegung gibt es Bewegung entlang der Mikrotubuli,
die durch Motorproteine wie Dynein und Kinesin angetrieben wird. Auch diese
beiden Proteine haben ATPase-Funktion [131].

Verzweigung und Nukleation von Aktinfilamenten

Der aus sieben verschiedenen Proteinen bestehende Arp2/3-Komplex ist nach
zwei seiner Bestandteile benannt, nach den aktindhnlichen Proteinen Arp2 und
Arp3 (actin related protein) [107]. Der Arp2/3-Komplex kann mit Profilin inter-
agieren, deshalb wird in Abschnitt 1.4 nochmals auf ihn eingegangen.

Der Arp2/3-Komplex erfiillt mehrere wichtige Funktionen, er

e fordert die Aktinpolymerisation in vitro

e initiiert die Bildung neuer Aktinfilamente

e bewirkt Verzweigungen von Aktinfilamenten

e ist essentiell fiir Aktinpolymerisation und Lebensfidhigkeit der Zelle

e ist entscheidend fiir die Myosin-unabhéngige Bewegung auf der Basis der
Aktinfilamente
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e fiihrt zur Bildung und Bewegung von Membranfortsiatzen

e wirkt an der intrazelluldren Fortbewegung von Parasiten mit [12, 114, 195]

Die durch den Arp2/3-Komplex vermittelte Verzweigung von Aktinfilamenten
ist entscheidend fiir die myosinunabhéngige Bewegung. Aktinfilamente treiben al-
lein durch die Kraft ihrer Polymerisation die Membran der Zelle vor sich her [120].
In Sdugerzellen wird der Arp2/3-Komplex u.a. durch WASP (Wiscott-Aldrich-
Syndrom-Protein), aber auch durch PIP; und kleine GTPasen aktiviert [13, 108].

Auch in Pflanzen wurden Teile des Arp2/3-Komplexes gefunden. Klahre und
Chua beschreiben die Isolation eines Proteins aus Arabidopsis thaliana, das Ahn-
lichkeit zu Arp2 aufweist. Dieses Protein zeigt, wie andere Arps, zwischen 35
und 55 % Homologie mit bekannten konventionellen Aktinen, die Arps sind aber
untereinander stark konserviert [87]. Arp2 wird in allen untersuchten Geweben,
wenn auch nur auf geringem Niveau, exprimiert, starke Expression wird in Pollen
und den Nachbarzellen des Xylems gefunden. Baluska et al. zitieren unverdcffent-
lichte Daten, nach denen der Arp2/3-Komplex auch in Wurzelhaaren von Mais
und dort besonders an der Zellspitze gefunden wird [6].

1.4 Profilin

Das erste Profilin wurde 1977 von Carlsson et al. als Aktin-bindendes Protein
beschrieben [21]. Heute sind Profiline aus vielen Eukaryoten bekannt ([84], [123],
[189], [197] u.v.a.). Die Tertidrstruktur mehrerer Profiline wurde aufgeklart, z.B.
von Profilinen aus Rindermilz, vom Menschen und von Acanthamoeba. Profiline
zeigen, trotz geringer Sequenzhomologie, groBe Ahnlichkeit in ihrer réumlichen
Struktur ([158] und Referenzen darin). Auch die Wechselwirkungen von Profilinen
mit anderen Proteinen wurden untersucht. Sie stellen sich heute viel komplexer
dar als zunéchst angenommen [21].

Valenta et al. identifizierten das erste pflanzliche Profilin, als sie in Birken-
pollen nach den Proteinen suchten, die fiir Allergien gegen Pollen verantwortlich
sind [185].

1.4.1 Wechselwirkungen zwischen Aktin und Profilin

Die Elongation bestehender Filamente lduft in der Gegenwart von Profilin als
dreistufiger Prozefl ab: Profilin bindet G-Aktin, der Komplex aus Profilin und G-
Aktin wird an das Plusende eines Filaments angelagert, das Filament ist um eine
Aktinuntereinheit langer und Profilin wird freigesetzt [182]. Dieser Prozefl lauft
unter physiologischen Bedingungen besser ab als die Polymerisation von Aktin
allein [158].
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Die Polymerisation von Aktin lduft unter Energieverbrauch ab. Die Energie
kann durch die Hydrolyse von ATP zu ADP bereitgestellt werden. Aktinmonome-
re konnen an ADP oder ATP gebunden vorliegen; ATP-Aktin polymerisiert leich-
ter als ADP-Aktin. Dabei wird ATP-Aktin an ein Filamentende angelagert und
ATP wird hydrolysiert [182]. Profilin kann den Austausch von ADP zu ATP am
Aktinmolekiil fordern. Es ist das einzige bekannte Aktin-bindende Protein, das
als Nukleotidaustauschfaktor wirken kann [158]. Die Forderung des Austauschs
von ADP- zu ATP-Aktin ist auch eine Forderung der Aktinpolymerisation. Es
gibt aber widerspriichliche Berichte dariiber, ob Profilin den Austausch von ADP-
zu ATP-Aktin tatséchlich fordert [83, 97, 115, 120, 182, 190]. Profilin kann aber
Aktinpolymerisation auch ohne Forderung des Nukleotidaustauschs férdern [146].

Auch die Wirkung von Profilin auf Aktinfilamente wird kontrovers diskutiert.

Ein Teil der Daten zur physiologischen Wirkung von Profilin legt eine Hem-
mung der Aktinpolymerisation nahe. Die Initiation neuer Filamente stellt den ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt der Aktinpolymerisation dar. Sie wird durch
Profilin gehemmt [190].

Mikroinjektion von Profilin in Staubblatthaarzellen von Tradescantia blossfel-
diana fihrt zu einer schnellen Zerstorung einzelner Aktinfilamente [48]. In Mu-
tanten von Dictyostelium discoidum, die kein Profilin exprimieren, ist ein Anstieg
des Gehaltes an F-Aktin um 70 % zu beobachten. Damit einher gehen eine Ein-
schrankung der Motilitat, vergroflerte Zellen und eine Behinderung der Zytokine-
se [158]. Auch in vitro-Experimente zeigen, dafi Profilin Aktin sequestriert. Wird
Profilin zu ADP-Aktin gegeben, dann wirkt es als sequestrierendes Protein [182].

Die eigentliche Bedeutung von Profilin wird erst klar, wenn auch Thymosin
betrachtet wird [182]. Thymosin 34 ist ein kleines Aktin-bindendes Protein. Thy-
mosin verhindert, &hnlich wie Profilin, die Polymerisation von Aktin durch seine
Bindung an G-Aktin [83]. Wird eine geringe Menge Profilin zu einer Mischung aus
Aktin und Thymosin £4 gegeben, nimmt die Menge an F-Aktin zu, hier wirkt
Profilin also polymerisationsfordernd. Sind aber die Enden der Aktinfilamente
durch andere Aktin-bindende Proteine besetzt und darum einer Filamentelonga-
tion nicht zugénglich, wirkt Profilin wiederum sequestrierend [182]. Thymosin 34
behindert den Nukleotidaustausch am Aktinmonomer fast vollstandig [182].

In hoheren Eukaryoten wird die Aktinsequestrierung wahrscheinlich nicht von
Profilin, sondern ganz oder teilweise von Thymosin iibernommen. Die Funktion
von Profilin ist dann eher die Modulation der Aktindynamik. So wird Profilin we-
niger entlang stabiler Aktinfilamente, sondern in zelluldren Regionen mit starkem
Filamentwachstum, z.B. in Lamellipodien, gefunden [20].

Die Aktinfilamente einer Zelle konnen unterschiedlich auf Profilin reagieren,
moglicherweise in Abhéngigkeit von ihrer subzelluldren Lokalisation und anderen
Faktoren. Wird Profilin in Fibroblasten von Ratten injiziert, wird nur ein Teil der
Aktinfilamente zerstort, wihrend andere intakt bleiben [158]. In CHO(Chinese
Hamster Ovary)-Zellen fithrt eine Uberexpression von Profilin zu einer Stabilisie-
rung des polymerisierten Aktins. In BHK(Baby Hamster Kidney)-Zellen stabi-
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lisiert die Uberexpression von Profilin Aktinfilamente gegeniiber der Zerstorung
durch Latrunkulin oder Cytochalasin D [158].

Zellen von Saccharomyces cerevisiae, die kein Profilin exprimieren, koénnen
zwar auch ohne Profilin in meflbaren Mengen iiberleben, haben aber starke Defi-
zite bei Wachstum und Knospung [57]. Sie haben keinerlei detektierbare Aktin-
filamente, und ihre Zytokinese ist gestort. In S. pombe fithrt die Uberexpresison
ebenso wie eine verringerte Expression von Profilin zu Defekten in der Zytokinese
[158].

Die hier zitierten Daten scheinen widerspriichlich. Sie zeigen, daf§ sich die Wir-
kung von Profilin nicht nur zwischen den untersuchten Organismen unterscheidet,
sondern auch von den Gegebenheiten in der Zelle, insbesondere von der Menge
des vorhandenen Aktins, abhéingt. Die Uberexpression von Aktin in S. cerevisiae
hat gravierende Folgen. Diese kinnen aber durch die Uberexpression von Profilin
ausgeglichen werden [158].

1.4.2 Molekiilaufbau, Bindungsstellen und Bindungspart-
ner

Obwohl sich Profiline in ihrer Aminoséduresequenz sehr unterscheiden koénnen,
dhneln sich die Tertidrstrukturen von Profilinen auch aus sehr entfernt verwand-
ten Organismen [158]. Abb. 1.1 zeigt den schematisierten Aufbau des Profilin-
molekiils. Es ist ein globulédres Molekiil, das aus insgesamt sieben [-Faltblattern
besteht, die den Hauptteil des Proteins ausmachen. Die N- und C-terminalen
Enden des Proteins werden jeweils durch eine a-Helix gebildet, diese Helices ste-
hen in Nachbarschaft und héaufig parallel zueinander. Der Winkel zwischen diesen
beiden Helices ist aber variabel, je nach Klasse des Profilins konnen sie sogar fast
senkrecht zueinander stehen [158].

Alle aus Eukaryoten bekannten Profiline haben Bindungsstellen fiir drei ver-
schiedene Liganden (siche Abb. 1.1): Profiline kénnen mit G-Aktin Komplexe
bilden, kénnen an PIP, binden und haben auflerdem eine Bindungsstelle fiir
Poly-L-Prolin (PLP) als Peptidsequenz, das heifit Abschnitte in Proteinen, die
ausschlieBlich oder fast ausschlieBllich aus der Aminoséure Prolin bestehen [158].
Zur Bindung an PLP tragen die N- und C-terminalen a-Helices bei. Profiline aus
Birke zeigen unterschiedliche Affinitaten fiir PLP, diese Profiline unterscheiden
sich auch in der Stellung dieser Helices zueinander [176].

In Abb. 1.1 ist die Bindungsstelle fiir Aktin blau unterlegt. Sie befindet sich an
der der Bindungsstelle fiir PLP gegeniiberliegenden Seite des Profilin-Molekiils.
Zur Aktinbindung tragen mehrere, in der Primérstruktur von Profilin nicht be-
nachbarte Aminoséuren bei. Die Bindungsstelle fiir Aktin iiberlappt mit der Bin-
dunsgstelle fiir PIPy. Schon aus dieser raumlichen Anordnung wird klar, daf sich
die Bindung von Profilin an Aktin und an PIP,; gegenseitig ausschlieflen. Profi-
lin kann also entweder an PIP; oder an Aktin, nicht aber gleichzeitig an beide
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung eines Profilin-Molekiils. Markiert sind die
Bindungsstellen fiir Aktin (blau), PIPy (rot) und PLP (griin). Entnommen aus
[158]. Weitere Erlduterungen im Text.

gebunden sein. Hingegen beeinflufit die Bindung von PLP nicht die Bindung von
Profilin an Aktin [158]. Die Lokalisation und Funktionsweise dieser Bindungsstel-
len wurde durch NMR (Magnetresonanzspektroskopie) und Rontgenstrukturun-
tersuchungen und durch “Cross-Linking”- und Mutantionsexperimente aufgeklart
und bestétigt ([158] und Referenzen darin).

Die Bindung von Profilin an PLP in Molekiilen ist vor allem in tierischen
Organismen gezeigt, wo es mehrere Proteine mit einer PLP-Doméne gibt. Ei-
nes davon ist VASP (Vasodilator-activated Phosphoprotein), der erste gefundene
natiirliche Ligand fiir die PLP-Bindungsstelle des Profilinmolekiils [152]. Es ist
ein Phosphoprotein, das eine Prolin-reiche Doméne in der Molekiilmitte tragt, wo
eine Folge von 15 Prolinen nur durch drei Glycine unterbrochen wird. VASP ist
Substrat cGMP- und cAMP-abhéngiger Proteinkinasen. Von diesen Proteinkina-
sen weifl man, dafl sie essentiell fiir die Aktivierung der Blutplédttchen, also Teil
einer Signaltransduktionskette sind. Moglicherweise wird Profilin so selbst zum
Bestandteil der Signaltransduktionskette [158]. Aufierdem kolokalisiert VASP mit
Aktinfilamenten [49]. In Sdugern sind viele weitere Molekiile identifiziert worden,
die ein Prolin-reiches Sequenzmotiv tragen. Dazu gehéren VASP-dhnliche Prote-
ine, aber auch Proteine anderer Klassen, z. B. Formin-dhnliche Proteine, die fiir
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die Etablierung der Zellpolaritdt und die Zytokinese in Drosophila und anderen
Organismen mit verantwortlich sind. Auch CAP (Cyclase-assoziiertes Protein)
enthélt eine PLP-Doméne [135]. Dafl ein funktioneller Zusammenhang zwischen
Profilin und CAP besteht, zeigen Mutationsexperimente in Hefe, in denen die
Uberexpression von Profilin die durch den Mangel an CAP verursachten Defekte
ausgleichen kann [158].

Inzwischen wurden auch aus Pflanzen Proteine mit Prolin-reichen Abschnitten
isoliert bzw. deren Sequenz identifiziert, ndmlich aus der Familie der Proteine,
die Formin-Homologie-Doménen (FH) enthalten [115]. Mindestens eines davon
interagiert tatséchlich mit Profilin im Hefe-Zwei-Hybrid-System.

Die Interaktion von Profilin mit Aktin ist auf die Gegenwart bestimmter Ionen
angewiesen und wird durch sie beeinfluit. Profilin erhoht nur in Gegenwart von
Mg?*-Tonen die Rate des Aktin-Umbaus. Die Aktin-sequestrierende Funktion von
Profilin ist in Gegenwart von Ca?" stirker ausgeprigt. Da Profilin selbst keine
Bindungsstellen fiir Kationen hat, kann sich die Gegenwart der Kationen nur
iber eine Konformationsénderung des Aktins, an das sie binden, auswirken [5].

Die Bindung von Aktin an Profilin beeinflut nicht nur die Interaktion von
letzerem mit PIP, [5].

Aufler den oben aufgezdhlten Liganden konnen noch weitere Molekiile mit
Profilin interagieren. Dazu gehort ein Komplex, der aus zwei Aktin-dhnlichen
Proteinen (acin related proteins Arp2 und Arp3) und weiteren fiinf Proteinen be-
steht (siehe Abschnitt 1.3.4). Er wurde von Machesky et al. identifiziert [107]. Der
heptamere Komplex besteht aus Proteinen, die bis dahin unbekannt waren, sie
wurden darum nach ihrer Grofle genannt: 35 kDa-, 40 kDa-, 44 kDa- und 47 kDa-
Proteine treten in gleichen Verhéltnissen auf. In abweichenden Mengenverhélt-
nissen treten die 13 kDa~, 18 kDa- und 19 kDa-Proteine auf. Das 40 kDa-Protein
ist einem Motiv (WD40-Motiv) der [-Untereinheit der heterotrimeren GTPase
aus Dictyostelium discoideum &hnlich. Das 47 kDa-Protein ist den (unkonven-
tionellen) Aktinen aus S. cerevisiae und S. pombe sehr &hnlich [107]. Vermutlich
vermitteln die Aktin-dhnlichen Proteine, oder eines davon, die Interaktion des
Arp2/3-Komplex mit Profilin [158].

Eine ganz andere Art der Interaktion von Profilin beschreiben Mittermann et
al. [121], ndmlich die Oligomerisierung von Profilin. Dabei kénnen auch evoluti-
onér sehr verschiedene Profiline aus Birke, dem Menschen und Hefezellen Dimere
und auch untereinander Heterooligomere bilden. Unter den reduzierenden Bedin-
gungen der Zelle kommt diese Multimerbildung wahrscheinlich nicht vor, relevant
konnte sie aber auflerhalb von Zellen sein. Profiline konnen an der Auflenseite von
Pollen nachgewiesen werden. Wenn Allergiker mit Pollen oder anderen Profilin-
haltigen Quellen in Beriihrung kommen, kénnen Profiline freigesetzt und so der
Oxidation ausgesetzt werden (z.B. auf Schleimhéduten der Atemwege), was zur
Bildung von Multimeren fiihren kann und méglicherweise die bekannten Allergie-
symptome auslost [121].



22 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.4.3 Profilin als Teil von Signaltransduktionswegen

Unter der grofien und weiter wachsenden Anzahl von Profilin-Liganden sind vie-
le, die Teile einer Signaltransduktionskette sind. IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat)
und DAG (Diazylglyzerol), die bei der Hysdrolyse von PIP, entstehen, sind Bo-
tenmolekiile. Die Freisetzung von IP3 von der Membran fiithrt zur Freisetzung
von Kalziumionen aus intrazellularen Speichern und somit zu einem Anstieg der
zelluldren Kalziumkonzentration [36] . Die Bindung von Profilin schiitzt PIP vor
der Hydrolyse durch die Phospholipase C~. Ist dieses Enzym allerdings phospho-
ryliert, kann es auch Profilin gebundenes PIP; hydrolysieren und die Freisetzung
von IP3 und DAG bewirken. Auch Profilin wird dabei freigesetzt [158].

Die Aktin-sequestrierende Wirkung von Profilin wird durch Kalzium moduliert
(Abschnitt 1.4.2). In wachsenden Pollenschldauchen findet man einen starken Kal-
ziumgradienten mit hoher Kalziumkonzentration an der Spitze. Die Aufrechter-
haltung des Kalziumgradienten ist unabdingbar fiir das Pollenschlauchwachstum,
mehr noch, die Kalziumkonzentration variiert mit der Zeit, der Gradient oszilliert.
Das Vorkommen von Profilin in Pollenschlduchen wurde nachgewiesen, Profiline
sind besonders an der Spitze des Pollenschlauches lokalisiert [42]. Welche Rolle sie
dort spielen und ob und wie sie am Wechselspiel von Kalziumkonzentration und
Elongation der Aktinfilamente beteiligt sind, konnte noch nicht geklart werden.
Es ist vorstellbar, dafl Profilin, in Abhéngigkeit von der Kalziumkonzentration,
Aktinmonomere sequestriert und, bei geringer werdender Kalziumkonzentration,
Aktinmonomere an die Plusenden bestehender Filamente anlagert [115].

Proteine, die mit der PLP-Bindungsstelle von Profilin interagieren, wurden
schon erwihnt (Abschnitt 1.4.2). Die Proteine VASP und CAP enthalten PLP-
Bindungsdoménen und sind Teil von Signaltransduktionswegen oder interagie-
rend zumindest mit Proteinen, die ihrerseits zu Signalketten gehoren. Sie ver-
binden Profilin mit der Signaltransduktionskette, wodurch Profilin moéglicher-
weise selbst Teil einer Signaltransduktionskette wird. Auflerdem kann Profilin
durch VASP und CAP zu bestimmten subzelluldren Regionen dirigiert werden
[158]. Viele der vorhergesagten Proteine der FH-Familie enthalten ein Signalpep-
tid und/oder ein transmembranales Motiv, was die Vermutung nahelegt, daf} sie
fiir die Aktinregulation an der oder iiber die Membran zusténdig oder zumindest
an ihr beteiligt sind [115].

Profilin kann, zumindest in Hefe, mit dem Ras-Signalweg interagieren, denn
die Uberexpression von Profilin fiihrte zu normaler Morphologie in Zellen, die in
einem Ras-Effektor gestort waren [182].

Profilin interagiert mit Phospholipiden, nicht nur mit PIP,, sondern auch
mit den sehr &hnlichen Molekiilen Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat und
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat [158]. Es gibt einen Bericht iiber ein
pflanzliches Profilin, das phosphoryliert wird [52]. Profilin kann auferdem mit
einer Untereinheit der Phosphoinositid-3-Kinase interagieren und so moglicher-
weise die Aktivitit dieses Enzyms beeinflussen [158, 167]. Auch beeinfluit Profilin
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den Phosphorylierungsstatus von Proteinen in Pollenextrakten [26].

Profilin scheint Teil von Signaltransduktionswegen zu sein, ohne dafl man seine
Funktion in diesen genau kennt.

1.4.4 Vorkommen, Expression und Lokalisation

Profiline kommen in allen darauthin untersuchten Eukaryoten, in Tieren, Planzen
und in Hefen vor ([158] und Referenzen darin). Sogar in dem Virus Vaccinia
wurde ein Profilingen nachgewiesen [15]. Dieses Profilin unterscheidet sich aber
von anderen bekannten Profilinen, da es nicht mit PLP interagieren kann [158].

Im Vergleich zu tierischen Organismen verfiigen Pflanzen iiber eine groflere
Anzahl von Profilingenen, z.B. gibt es mindestens fiinf Profilingene in Arabi-
dopsis thaliana [118]. Tierische Profiline kénnen beziiglich ihrer Sequenz und ih-
rer biochemischen Eigenschaften in zwei Klassen unterteilt werden [158]. Auch
pflanzliche Profiline konnen in zwei Klassen eingeteilt werden, deren auffallig-
stes Unterscheidungsmerkmal ihre Expression ist. Sie konnen in somatisch und
bliitenspezifisch exprimierte Profiline unterschieden werden. Die Profiline dieser
Klassen unterscheiden sich auch in ihren biochemischen Eigenschaften [115].

Die intrazellulére Lokalisation von Profilin ist schwierig zu bestimmen [158]. In
Acanthamoeba, Schizosaccharomyces und beweglichen Sdugerzellen wird Profilin
vornehmlich in subzelluldren Regionen mit hoher Dynamik und starkem Wachs-
tum von Aktinfilamenten gefunden, im Zellkortex von Sédugerzellen, in Lamelli-
podien, Filopodien und “membran rufflings” an der “leading edge” [20, 158]. In
menschlichen Blutplattchen und Leukozyten wurde Profilin entlang der Plasma-
membran in Gegenden, die anscheinend keine Aktinfilamente enthielten, gefun-
den. Man nimmt an, daf} sie in diesen Fillen iiber PIP; mit der Plasmamembran
verbunden sind [158]. In wachsenden Wurzelhaaren wird Profilin an der Zellspitze,
am Wachstumspol, gefunden. Dort lokalsisiert auch seine mRNA [6].

Die Bedeutung von Profilin wird durch Mutationsexperimente belegt. Méause,
die eines der Profiline nicht exprimieren kénnen, sterben schon sehr zeitig in der
Embryonalentwicklung, im Zweizellstadium, ab [197]. Auch in Drosophila fiihrt
die Ausschaltung eines Profilingenes zum Absterben im Embryonalstadium [189].

1.5 Regulation von Wachstumsprozessen

Das Wachstum einer Pflanze wird durch zellulare Wachstumsprozesse bestimmt.
Die starre Zellwand gibt der Zelle Gestalt und bestimmt so auch die Gestalt des
gesamten Organismus [131].



24 KAPITEL 1. EINLEITUNG

1.5.1 Polares Wachstum und seine Abhingigkeit vom Ak-
tinskelett

Wachstum in Pflanzen bestimmt mit der Groéfle und der Form der Zelle gleich-
zeitig die Form des Organismus [131]. Beim Wachstum einer Zelle wirken zwei
Prozesse zusammen, der eine ist die Ausdehnung der Zelle, der andere ist die Syn-
these des Zellwandmaterials und seine Ablagerung [6]. Die Ausdehnung der Zelle
wird, bei Lockerung der bestehenden Zellwand, durch den Turgor vorangetreiben
[6, 111]. Neuere Uberlegungen gehen davon aus, daf das Zellwachstum, und be-
sonders das Spitzenwachstum, eine spezialisierte Form der Bewegung darstellen
konnte [7]: in tierischen Organismen wird die Fortbewegung einer Zelle durch
die Polymerisation von Aktin angetrieben. Die Aktinfilamente treiben durch ihre
Polymerisation die Membran vor sich her, so entsteht Bewegung [120, 195]. Eine
sehr feine Steurung dieses Prozesses ermoglicht eine gerichtete Bewegung.

Wie sieht das nun in Pflanzen aus? Zellen, die sich durch Spitzenwachstum
ausdehnen, zeigen eine besondere Aktinverteilung. Zum Beispiel ist an der Spitze
wachsender Wurzelhaare eine sogenannte Aktinkappe zu finden, die durch feine
Aktinfilamente gebildet wird. Riickwértig schlieft sich eine anscheinend aktin-
freie Zone an, bis zu der sich die longitudinalen Aktinfilamente, die das gesam-
te restliche Wurzelhaar in seiner Linge durchziehen, ausdehnen [190]. Ahnlich
wie in wachsenden Wurzelhaaren ist in wachsenden Pollenschlduchen eine star-
ke Zytoplasmastromung zu beobachten. Sie erscheint als umgekehrte Fonténe.
Sie verlauft entlang der Plasmamembran und in der sich anschliefenden Zellre-
gion zur Spitze des Pollenschlauches, zum Wachstumspol hin, wihrend sie in der
Zellmitte zuriick, von der Spitze weg verlduft [190]. Die Gegenwart von Aktin-
bindenden Proteinen (Profilin, Myosin, ADF) in wachsenden Pollenschlduchen
wurde nachgewiesen [42]. Da myosingetriebene Zytoplasmastromung entlang der
Aktinfilamente von der Polaritét dieser abhéngt, kann man schliefen, daf§ auch
die Polaritét der longitudinalen Filamente (und damit die Aktinpolymerisation)
einer genauen Regulation unterliegt [190].

Das Spitzenwachstum ist abhéngig vom intrazelluldren Transport. Insbeson-
dere miissen sekretorische Vesikel, die das Zellwandmaterial bzw. seine Vorlaufer
enthalten, zur Zellspitze gebracht werden [111]. Dort verschmelzen die Vesikel mit
der Plasmamembran und ihr Inhalt kann in die wachsende Zellwand eingebaut
werden. Sekretion ist hdufig mit einer hohen oder hohen lokalen Kalziumkonzen-
tration verbunden [42].

Inhibitorstudien zeigen, dafi Mikrotubuli fiir Prozesse des Spitzenwachstums
von Pollenschlduchen nur eine untergeordnete Rolle spielen. Sie kénnen depoly-
merisiert werden, ohne dafl das Spitzenwachstum dadurch nachhaltig gestort wird
[82]. Grundlegend anders wirkt sich, dhnlich der Situation bei der Pathogenab-
wehr, die Depolymerisation von Aktinfilamenten aus, durch sie kommt das Spit-
zenwachstum sofort zum Erliegen, auch die intrazelluldare Verteilung von Kompo-
nenten und Molekiilen verandert sich. Durch Aktindepolymerisation verschwindet
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das an der Spitze wachsender Wurzelhaare lokalisierte Profilin von dort ebenso wie
die Aktinkappe [18]. Interessanterweise wirken sich auch Inhibitorkonzentrationen
hemmend auf das Spitzenwachstum aus, die noch nicht zu einer Depolymeriation
der longitudinalen Aktinfilamente fithren. Das Wachstum kommt schon bei Kon-
zentrationen von Latrunculin B zum Erliegen, die die Zytoplasmastromung noch
nicht beeinflussen. Méglicherweise werden dadurch die feinen Aktinfilamente an
der Zellspitze depolymerisiert [190]. Das zeigt, dafl fiir das Wachstum nicht nur
der intrazelluldre Transport, sondern wahrscheinlich auch die feinen Aktinfila-
mente an der Zellspitze wichtig sind. Thre Depolymerisation hat entweder eine
Signalwirkung, die das Einstellen des Wachstums bewirkt, oder hat mechanische
Auswirkungen dahingehend, daf§ sie die Zellausdehnung nicht mehr direkt voran-
treiben kénnen.

1.5.2 Steuerung durch Signalmolekiile

Héufig wird das Aktinskelett einer Zelle auch als ihr Signalapparat angesehen
[153, 193]. An der Regulation des Spitzenwachstums sind auflerdem andere Si-
gnalmolekiile beteiligt, die das Aktinskelett ebenso wie sich wahrscheinlich ge-
genseitig beeinflussen. Die molekulare Basis der Zellpolaritéit in Pflanzen ist aber
noch wenig verstanden [82]. Mehrere Molekiile sind an ihrer Regulation und Auf-
rechterhaltung beteiligt.

Als wichtiges Molekiil mit Signalfunktion wurde Kalzium schon erwéahnt (Ab-
schnitt 1.5.1). Wachsende Pollenschléuche zeichnen sich durch einen starken, zur
Spitze gerichteten Kalziumgradienten aus, der fiir das Wachstum unabdingbar
ist und auch nur so lange besteht, wie die Zelle tatséchlich wéchst [42]. Er ist
anscheinend notig fiir die polare Sekretion von Zellwandmaterial. Wahrschein-
lich beeinflufit er andere zellulire Komponenten oder wird durch sie beeinflufit.
So wurde gezeigt, dal die aktindepolymerisierende Wirkung von Profilin in vitro
von der Kalziumkonzentration abhéngt [97].

Die Gegenwart und Notwendigkeit anderer Signalmolekiile wurde in vielen
Experimenten belegt [18, 95, 104]. Zu ihnen gehoren die kleinen GTPasen. Klei-
ne GTPasen der Rho-Familie sind als Regulatoren zelluldrer Prozesse wie der
Polaritét, der Sekretion und der Aktindynamik aus tierischen Organismen und
Hefezellen bekannt [59, 203].

Die Rho-Familie der GTPasen wird in die Unterfamilien Rac, Rho und Cdc42
unterteilt. Auflerdem gehort dazu die Unterfamilie der Rops (Rho of plants),
die eine pflanzenspezifische Unterfamilie darstellt. Sie umfafit viele Mitglieder
und ist der Unterfamilie der tierischen Racs am &hnlichsten, deswegen werden
Rops auch haufig als Racs bezeichnet. Mitglieder der pflanzenspezifischen Rops
zeichnen sich aber durch pflanzenspezifische Merkmale aus, die in anderen Rac-
Proteinen nicht gefunden werden, weshalb eine Gruppierung der Rops in eine
eigene Unterfamilie berechtigt erscheint [9]. Zwar ist die Unterfamilie der Rops
auffallend umfangreich, dafiir scheinen aber alle anderen Mitglieder der Rho-
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Familie in Pflanzen zu fehlen, bisher wurden in Pflanzen noch keine Rhos und
Cdc42s nachgewiesen, auch keine Racs, die nicht in die Unterfamilie der Rops
gehorten [9, 46].

Welche Rolle spielen Rops nun bei der Regulation zelluldrer Prozesse wie dem
Spitzenwachstum? Eine Spitzenlokalisation der GTPase PsRopl wurde zuerst
von Lin et al. in wachsenden Pollenschlduchen von Erbse beschrieben [103]. Kost
et al. zeigen die funktionelle Notwendigkeit der kleinen GTPasen fiir das kor-
rekte Wachstum von Pollenschlduchen in Arabidopsis thaliana und Nicotiana.
Die Expression von aktivitatsverdnderten Mutanten fithrt zu abnormem Pollen-
schlauchwachstum und vor allem zu einer verdnderten Aktinverteilung in den
Pollenschlauchen [95].

In Hefe sind die Mitglieder der verschiedenen Unterfamilien an der Regulation
der Polaritdt beteiligt. Cdc42 ist fiir die Etablierung der Zellpolaritédt verant-
wortlich [203]. Die Zellpolaritédt wird durch polare Sekretion aufrechterhalten,
diese wird von Rhol gesteuert [82]. In Pflanzen scheinen die Mitglieder der hier
erwéhnten Unterfamilien zu fehlen [9]. Trotzdem sind GTPasen an Etablierung
und Erhalt der Polaritédt beteiligt, wie die schon erwidhnten Experimente von
Kost et al. [95] zeigten. Andere Belege werden von Fu und Yang zitiert: AtRop2
ist sowohl an der Selektion der Stelle, an der ein Wurzelhaar aus dem Trichobla-
sten auswachsen soll, beteiligt, als auch an der Etablierung und am Erhalt seiner
Polaritét, wie Mutationsexperimente zeigten [46].

Wie kénnen nun die GTPasen die Regulation des Aktinskeletts beeinflussen?
Erklarungsanséitze werden wiederum durch Parallelen zu tierischen Systemen
ermoglicht. Hartwig et al. zeigen, dafl das Phospholipid PIP, eine Komponente
des Signalweges ist, mit dem Rac2 in menschlichen Blutplattchen duflere Stimuli
in Anderungen des Aktinskeletts iibersetzt. Die Aktivierung von Rac2 induziert
dabei die Synthese von PIP, [63]. Kost et al. zeigen, daf auch in Pollenschlauchen
die GTPase vom Rho-Typ (AtRac2) mit dem Enzym der PIPy-Synthese, mit ei-
ner Phosphatidylinositolmonophosphatkinase, interagiert [95] und belegten damit
die Existenz eines in Tieren wirksamen Signalwegs auch in Pflanzen.

Das hier beschriebene Wissen sollte helfen, die Ablaufe bei der Verteidigung
von Pflanzenzellen gegen Pathogene zu untersuchen und ihre Regulation zu ver-
stehen.

1.6 Ziele der Arbeit

Die auffallenden Parallelen zwischen den Prozessen, die beim Spitzenwachstum
stark polarisierter Zellen ablaufen und dem, was iiber die pflanzliche Pathogen-
abwehr bekannt ist, sollten die Untersuchungen zur Funktionsweise der Patho-
genabwehr inspirieren.

Diese Arbeit besteht aus zwei Teilen.

Im ersten Teil sollten Expression und Funktion von Profilin untersucht und
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charakterisiert werden. Mittels Southern Blot sollte die Grofle der Profilingenfa-
milie in Petroselinum crispum, mittels Western Blot die Expression in verschiede-
nen Pflanzengeweben und mittels immunzytochemischer Farbung und Fusion an
das griin fluoreszierende Protein GFP die intrazelluldre Lokalisation untersucht
werden. Die Funktion von Profilin sollte untersucht werden, indem die Auswir-
kungen verdnderten zelluldren Profilingehaltes auf die Zytoarchitektur studiert
wurden.

Die im ersten Teil gewonnen Erkenntnisse sollten im zweiten Teil eingesetzt
werden, in dem die der Pathogenabwehr zugrundeliegenden Mechanismen un-
tersucht wurden. Hauptaugenmerk sollte dabei auf das Aktin-bindende Protein
Profilin gelegt werden.

Besonderer Wert lag auf der zytologischen Untersuchung der Wechselwirkung
zwischen Pflanze und Pathogen in zwei Modellsystemen. Untersucht werden soll-
ten strukturelle Komponenten der Pahtogenabwehr wie Aktin als der relevante
Teil des Zytoskeletts und Profilin als wichtiges Aktin-bindendes Protein. Deswei-
teren sollten mogliche Signalkomponenten, die an der Abwehrreaktion beteiligt
sind, untersucht werden. Ziel war es, an der Pathogenabwehr beteiligte Signal-
komponenten, Proteine und Nicht-Proteine, zu identifizieren. Es sollte die Loka-
lisation des Phospholipids PIP; und kleiner GTPasen vom Rop-Typ wiahrend der
Infektion mittels Immunlokalisation untersucht werden. Dariiber hinaus sollten
die funktionale Notwendigkeit von Profilin und kleiner GTPasen von Rop-Typ
fiir die Pathogenabwehr untersucht werden.



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

2.1.1 Verwendete Pflanzen, Pathogene und Bakterien
Pflanzen

Arabidopsis thaliana (L.) Heinh., Okotyp Columbia
Petroselinum crispum (Mill.) Nyman ex A. W. Hill, Hamburger Schnitt

Petroselinum crispum (Mill.) Nyman ex A. W. Hill, Zellen in Suspensionkultur,
Linien Pc 5, Pc 5/3, Pc 5/5, Pc 5/6

Phytopathogene

Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, Rasse 1 (Stamm Pil)
Blumeria graminis (DC) Speer forma specialis hordei (Stamm K1)

Bakterien

Escherichia coli Stamm DHb5a: F~ endAl hsdR17 (rmj.) supE* thi-1 recAl
U169 $80d lacZAM15 [60]

Escherichia coli Stamm GM2163: NewEngland Boilabs, Schwalbach
Escherichia coli Stamm TOP10: Invitrogen, Karlsruhe

Escherichia coli Stamm DB3.1: Invitrogen, Karlsruhe
Escherichia coli Stamm XL1 Blue: Stratagene, La Jolla, CA, USA

28
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2.1.2 Plasmide

pBlue2KS
pBT10-GUS
pcatGFP

pDONR
pQE-31
pGJ1425
pGJ351
pJawohl3
pJawohl8
pRT101
pRT-GFP-Li

pTALIN-GFP

pYAVOLLI

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Feldbriigge et al. [39]

pcatGFP und Polylinkersequenz aus pBlue2KS (Stratagene,
La Jolla, CA, USA) in pRT101, Birgit Gérnhardst,
unveroffentlicht

Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Guido Jach, unveroffentlicht

Guido Jach, unveroffentlicht

Bekir Ulker, unveréffentlicht

Bekir Ulker, unversffentlicht

Topfer et al. [180]

pcatGFP, Stop-Codon mutiert, Glycin-Linker, pBlue2KS-
Polylinkersequenz in pRT101, Birgit Goernhardt,
unveroffentlicht

mTALIN in pam-smRSGFP-I/LWEQ), Volker Lipka,
unveroffentlicht, nach [96]

Bekir Ulker, unversffentlicht

2.1.3 Oligonukleotide

Alle hier aufgefithrten Oligonukleotide waren Didesoxyolidonukleotide zur Ver-
wendung als Primer bei PCR (siehe Abschnitt 2.8.6), die durch die Firmen Me-
tabion (Metabion GmbH, Martinsried), GibcoBRL/Invitrogen (Karlsruhe) oder
MWG (MWG-Biotech AG, Ebersberg) auf Bestellung synthetisiert wurden.

Oligonukleotid fiir die reverse Transkription

[S-SKT17

5-TCT AGA ACT AGT GGA TCA AGC TTT TTT
TTT TTT TTT TT-3

Oligonukleotide zur Identifikation von Mutanten

ISEn205
ISEn8130

5-AGA AGC ACG ACG GCT GTA GAA TAG GA-3’
5-GAG CGT CGG TCC CCA CAC TTC TAT AC-3
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Oligonukleotide zum Sequenzieren

ISIntrond 5-CTT ACG TTA GCA GAG GAG GAG-3’
ISIntron3 5-GGT TCT AGC TTC TCC AAC CAC-3
I[S-funi 5-GTT TTC CCA GTC ACG AC-3

[S-frev 5-AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA-3

PYAVOLLpA363  5-TAG ATT TGT AGA GAG AGA CTC GTG-3'
pYAVOLL3585917  5-CAC TAT CCT TCG GAA GAC CCT TCC-3'
IS8 5-TCT CCA CTG ACG TAA GGG-3’
1S9 5-TCC TGT TGA CGA GGG TGT-3'

Oligonukleotide zur Herstellung von DN A-Fragmenten zur Klonierung
mittels LR-Rekombinase — Gateway-Klonierung

Die attB-Erkennungssequenzen zur Klonierung mittels Rekombinase (Invitrogen,
Karlsruhe) sind fettgedruckt.

IS7T5PRF33hindGateway 5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTA AGCTTA AGT TTC AGA GCC
CCG ATT C-3

ISTOPRF45pstGateway  5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA
AAA GCA GGC TCT GCA GGG CAC
TTA ACG TAT AGA TCA TAA AC-3’

[S7T1IPRF43bamGateway 5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTG GAT CCG GTG GTG GAA CAT
TGT AAG AAG-3

[S7T2PRF55hindGateway 5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA
AAA GCA GGC TAA GCT TGC AGA
GTA AAA GCA AAA AGA AGA AG-3’

IS7T3PRFEF53pstGateway  5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTC TGC AGA AAG AGA TAT AAA
ACA TTG TAG ATG GTT C-3’

IS68PRF15Gateway 5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA
AAA GCA GGC TAG TCG ACG GAG
AAA TCA GTA-3

IS65PRF33Cateway 5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTG CAA TAT GAA TTC AGT AGA
AGC TTA AG-3’

IS64PRF35CGateway 5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA

AAA GCA GGC TGC AGATCG ATA GTA
AAG AAG AAG-3’
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I[S66PRF25Gateway

[S67TPRF23Gateway

[S69PRF13Gateway

5-GGGG ACA AGT TTG TAC AAA
AAA GCA GGCTCAGTCTCATCT CTC
TAG AGA AG-3’

5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTT GAA GCA CAT CGA TTG AAC
TTA G-3’

5-GGGG AC CAC TTT GTA CAA AGC
TGG GTG AAG ATC TAG AAA TGA AAC
CTT GG-3’

Weitere Oligonukleotide

ISubil0-5
[Subil0-3
Actin2-1
Actin2-2

Oligonukleotide zur
IS57PRF23cla
[SH8PRF15sal
IS59PRF13xba

[S63PRF15spe
IS54PRF35cla

IS55PRF33eco
I[S56PRF25xba
[S18Nxhovorn
[S20Nbamvorn
[S29Necovorn

1S27xhohinten

5-AAC TTT CTC TCA ATT CTC TCT ACC-3’
5-CTT CTT AAG CAT AAC AGA GAC GAG-3’
5-TCC CTC AAT CTC ATC TTC TTC C-3
5-GAC CTG CCT CAT CAT ACT CG-3’

Klonierung von Profilinen

5-GAA ATT TGT TTG AAG CAC ATC GAT TGA
ACT TAG-3’

5-AGT CGA CGG AGA AAT CAG TAC TCG CCG
AAG-3

5-GTT AAG AAG ATC TAG AAA TGA AAC CTT
GGT TTT AG-3

5-CGG AGA AAC TAG TAC TCG CCG AAG-3

5-GAA GAA GCA GAT CGA TAG TAA AGA AGA
AGA AG-3’

5-GCA ATA TGA ATT CAG TAG AAG CTT AAG
TTT CAG-3’

5-GAA GAA ACA GTCTCA TCT CTC TAG AGA
AG-3

5-ATC TCT CGA GAT GTC TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TGG ATC CAT GTC TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TGA ATT CAT GTC TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TCT CGA GTT CAG ACT CGA TAA G-3
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[S28ecomitte

1S29ecovorn

IS30bamhinten

[S20bamvorn

IS21ecohinten

[S18xhovorn

IS19hindten

IS5

IS1

152
IS3

IS4

Oligonukleotide zur

IS53Rac25xho
IS52Rac23xma

IS49Rac77xho
I[S48Rac73xma

[S44RacT7akth
[S45Rac2akth
[S46Rac2negh
[S47RacTnegh

[S43Rac25
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5-ATC TGA ATT CTC GGT GGC GAA AAA TAC-3

5-ATC TGA ATT CAT GTG TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TGG ATC CGA GTT CAG ACT CGA TAA
G-3’

5-ATC TGG ATC CAT GTG TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TGA ATT CGA GTT CAG ACT CGA TAA
G-3’

5-ATC TCT CGA GAT GTG TTG GCA ATC ATA
CGT C-3’

5-ATC TAA GCT TGA GTT CAG ACT CGA TAA
G-3’

5-CGA ATT CAG AGA GGA TGT CGT GGC AAG
CAT AT-3

5-CGG ATG GAT CCG GGA TGT CGT GGC AAG
CAT ATG-3’

5-TTA AGC TTG GAT CCA GAA GAA GCC-3

5’-CGG ATC CCA TGG CGA TGT CGT GGC AAG
CAT ATG-3’

5-AAT TAA CCA TGG CTG CAG AAG AAG CCA
AGA GG-3

Klonierung und Mutation kleiner GTPasen

5-GCT CGA AGA AGC TCG AGA AGA GGC AAT
G-3’
5-GCT TCT TCC CGG GCA TGA GTG CTA TTA
C-3
5-GAG TTT TCT CGA GGG ACT AAG AGA ATG-3’

5-GAG TCA CGA ATC CCG GGT TGT TGA AAC
TTT TC-3

5-GCG TGT TGG AAA GAC ATG TAT GC-3
5-CGC TGT TGG AAA AAC CTG TTT GCT G-3
5-CTG TTT GCT GAT TTC TTA TAC CAG-3’

5- GTA TGC TTA TCT GTT ACA CTA GCA ACA
AG-3’

5-GCT CGA AGA AGA AGC TTA AGA GGC AAT
G-3’
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[S42Rac23
C-3’
IS41Rac2akt3
[S40Rac2neg3
[S39Rac75

IS38Rac73
TTT TC-3’

[S37RacTneg3

5-GCT TCT TGA ATT CCA TGA GTG CTA TTA

5-ACC AAC AGC GAC GTC ACC AAC-3’

5-CAG CAA ACA GTT TTT ACC AAC AGC-3’
5-GAG TTT TAA GCT TGG ACT AAG AGA ATG-3’
5-GAG TCA CGA ATG AAT TCT TGT TGA AAC

5-CAG ATA AGC ATA CAG TTC TTC CCA AC-3

2.2 Chemikalien, Medien, Puffer

2.2.1 Verwendete Chemikalien

Chemikalien und Losungsmittel wurden, falls nicht anders angegeben, von den
Firmen Merck, Darmstadt und Sigma, Miinchen bezogen und hatten den Rein-

heitsgrad p.A.

Verwendete Enzyme und Spezialchemikalien

Ampicilin

BSA

Cellulase Onozuka RS
DMSO

ECL

IPTG

Kanamycin

Ligase

Lysozym

Mazerozym

MBS

PMSF Restriktionsenzyme

RNAsin (RNase-Inhibitor)

SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase)
Superscriptll (Reverse Transkriptase)
T4-DNA-Ligase

Taq DNA Polymerase

x-GAL
x-Gluc

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg und Sigma, Miinchen
Sigma, Miinchen

Amersham, Braunschweig

Biomol GmbH, Hamburg

Sigma, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe und

NewEngland BioLabs, Schwalbach
Sigma, Miinchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Miinchen

Roche, Mannheim und

NewEngland BioLabs, Schwalbach
Promega, Mannheim

USB, Cleveland, USA
GibcoBRL/Invitrogen GmbH, Karlsruhe
NewEngland BioLabs
Roche, Mannheim und
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Biomol GmbH, Hamburg
Biomol GmbH, Hamburg
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2.2.2 Medien

Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich die Zutaten auf 1 1 fertigen Medi-
ums, das mit destilliertem Wasser aufgefiillt wurde.

B5-Medium mit Saccharose B5 ohne Auxin (Sigma, Miinchen) fiir 1 1 Me-
dium, 10 ml 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (Stammlosung 10 % (w/v) in
Wasser, zur Herstellung dieser Stammlosung 2,4-Dichlorphenoxyessigsidure
in kleinster Menge 70 % Ethanol 16sen, mit Wasser auffiillen), 0,34 M Sac-
charose, pH 5,5 mit NaOH

Gemiisesaftagar 200 ml Gemiisesaft (Granini Gute Ernte) filtrieren,
3 g CaCOgs, 20 g Bactoagar, autoklavieren, beim Gieflen in Petrischalen
(Durchmesser 9 cm) immer wieder aufrithren

LB-Medium fiir 800 ml Medium 8 g Bactotrypton, 4 g Hefeextrakt, 8 g NaCl
in aqua dest. aufnehmen, pH 7,5 mit 5 N NaOH einstellen, autoklavieren,

LB + Antibiotikum LB-Medium wird nach dem Autoklavieren Antibiotikum
zugesetzt, z.B. Ampicilin (100 mg/1 in destilliertem Wasser, sterilfiltriert)
oder Kanamycin (60 mg/1 in destilliertem Wasser, sterilfiltriert)

2xLB : fiir 400 ml 8 g Bactotrypton, 4 g Hefeytrakt, 4 g NaCl auffiillen mit
aqua dest., pH 7,0 mit NaOH, autoklavieren

LB-Agar zu 800 ml fliissigem LB-Medium 12 g Agar geben, autoklavieren

L4+-Medium LB-Medium, Zusatz von MgSO, zur Endkonzentration 10 mM
und Maltose

MS-Agar 10 g Saccharose, 0,5x MS-Salze, 0,5x Gamborg’s Vitaminlosung,
6 g Agar-Agar, pH 5,7 mit KOH

NZCYM 10 g NZ-Amin (enzymatisches Caseinhydrolysat), 5 g NaCl, 5 g Bacto
Yeast Extract (Becton-Dickison & Company, Sparks, MD, USA), 1 g Ca-
saminosaure, 2 g MgSO,x7H,0, pH 7 mit 5 N NaOH

NZYM wie NZCYM, aber ohne Casaminosaure

Roggenagar 150 g Roggenkorner (Fa. Bosen) tiber Nacht in wenig deionisiertem
Wasser keimen lassen, 25 s zerkleinern im Waring Blender auf Stufe “low”,
autoklavieren, Suspension durch ein grobes Nylonnetz pressen, 50 g Saccha-
rose zugeben, auf 2,5 1 mit aqua dest. auffiillen, 15 g/l Bacto-Agar zugeben,
nochmal autoklavieren, in Petrischalen (Durchmesser 9 c¢cm) gieflen, kurz
trocknen lassen
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TB-Medium und -Agar 12 g Bactotrypton (Merck, Darmstadt) 24 g Hefeex-
trakt, 4 ml 100 %iges Glycin, 2,32 g KHyPOy, 16,44 ¢ KoHPO,x3H,0 oder
12,54 g KoHPOy in aqua dest. aufnehmen, notigenfalls 15 g Agar zugeben

TB + Antibiotikum dem Medium wird nach dem Autoklavieren Antibiotikum
zugesetzt, sieche LB + Antibiotikum

TB-Medium fiir Phagen 5 g NaCl, 10 g Bactotrypton, in aqua dest. aufneh-
men, pH 7,4 mit NaOH, autoklavieren, danach zugeben: steriles MgSO,
zur Endkonzentration von 10 mM, und sterile Maltose zur Endkonzentra-
tion von 0,2 %

2.2.3 Puffer und Lésungen

Soweit nicht anders angegeben, beziehen sich die Zutaten auf 1 1 fertigen Medi-
ums, aufgefiillt mit destilliertem Wasser.

Coomassie-Entfirbelésung 40 % Methanol, 10 % Essigsiaure

Coomassie-Firbelosung fiir Gele 0,05 % Comassie Brillant Blue, 40 % Me-
thanol, 10 % Essigsiure

Denaturierungslosung 1,5 M NaCl, 0,5 M NaOH

Entfirbelésung — Stammldsung (im Anschlul an GUS-Férbung) 1 Teil
Milchséure, 2 Teile Glycerol, 1 Teil Wasser

Extraktionspuffer fiir Proteine 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl,
10 mM EDTA, 0,1 % SDS, autoklavieren, kurz vor Verwendung zu 10 ml Ex-
traktionspuffer geben: 20 ul 200 mM PMSF (Permethylensulfoxid — Vor-
sicht, stark giftig) in Aceton, 100 pl Triton-X 100

GUS-Lo6sung 500 ml Losung: 0,1 M NagHPO,/NaH,PO,4 pH 7,0, 10 mM Na-
EDTA, 5 mM Kaliumhexacyanoferrat 11, 5 mM Kaliumhexacyanoferrat I11I,
1 mg/ml x-Gluc (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-8-D-Glucuronséure, Biomol
GmbH, Hamburg), 0,1 % Triton X-100, 20 % (v/v) Methanol, Aliquots
zu 12 ml bei —20 °Clagern.

HEPES-Puffer 50 mM HEPES, 0,5 M Sucrose, 6 mg/ml PVPP (Polyvinylpo-
lyporrolidin), 5 mM Ascorbinsédure, 1 mM Dithiothreitol, pH 7,5

Hybridisierungspuffer 5xSSC, 0,1 % N-Lauroylsarcosine-Na-Salz,
0,02 % SDS, 1 % Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim)

Kalium-Puffer 5 mM KPOy, 0,33 M Sucrose, pH 7,8
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Laufpuffer nach Laemmli 25 ml 1 M Tris/HCI pH 8,3, 10 ml 10 %iges SDS,
15 g Glycin

5xMSB fiir 400 ml Puffer 19,6 ¢ MES, 746 g KCI, 0,82 g MgCls,-
Hexahydrat,37,6 g EGTA, 0,74 g EDTA, pH 6,7 mit 10 N KOH, Puffer
wird gelb beim Autolavieren

MTSB fiir 500 ml 7,5 g PIPES, 0,95 g EGTA, 0,66 ¢ MgSO,4 x 7TH,0, 2,5 ¢ KOH,
pH 6,9-7,0 mit KOH

Na-Phosphat-Puffer (0,067 M) 0.924 g NaH,POy, 5,95 ¢ Na,HPO,, pHS8,5
Neutralisierungslésung 3 M NaCl, 0,5 M Tris/HCI pH 7,0

PBS 1,8 mM NaH,POy, 12 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, pH 7,4

PBS-T PBS mit 0,1 % Tween 20

PEG-Losung 25 % PEG 6000 (Serva, Heidelberg), 100 mM Ca(NOj3)2x4H,0,
45 mM Mannit, pH 9,0 mit KOH, sterilfiltriert (0,45 um Porengrofie, Sar-
torius)

4xProbenpuffer nach Laemmli fiir 10 ml 4xPuffer 1,6 ml 1 M Tris/HCI
pH 6.8, 4 ml Glycerin 3,6 ml 20 % iges SDS, 20 mg Bromphenolblau,
800 ul B-Mercaptoethanol, Aliquots zu 1 ml bei —20 °C lagern

Probenpuffer fiir DNA-Gele 100 mM EDTA, 0,2 % Bromphenolblau,
50 % Glycerin,

Puffer B (zur Reinigung heterolog exprimierten Proteins) 8 M Harnstoff,
0,1 M NaH,POy, 0,01 M Tris/HCI, pH 8,0

Puffer C wie Puffer B, aber pH 6,3
Puffer E wie Puffer B, aber pH 4,5

SM-Puffer 5,8 g NaCl, 2 g MgSO,-Heptahydrat, 0,01 % Gelatine, 50 mM Tris-
HCl pH 7,5

20xSSC 3 M NaCl, 0,3 M NaCitrat, pH 7,0 mit HCI

TAE 40 mM Tris-Acetat, 10 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA pH 7,8
TBS 40 g NaCl, 1 g KCl, 15 g Tris/HCI pH 7.,4; auffiillen auf 500 ml
TBS-T TBS mit 0,1 % Tween 20

TE 10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA
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TE+RNase 4 ul RNase (Stammlosung 10 pg/pl) auf 1 ml TE

TELT (50 mM Tris/HCI pH 8,0, 62,5 mM EDTA, 2,5 M LiCl) fiir 200 ml Puf-
fer 10 ml 1 M Tris/HCI ph 8,0, 25 ml 0,5 M EDTA, 21,2 g LiCl, nach
Autoklavieren 0,04 % Triton X-100 (entspricht 80 ul) zugeben

TNE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA, 0,1 M NaCl

Transfer-Puffer (15,6 mM Tris, 120 mM Glycin, 0,025 % SDS, 20 % Methanol)
2,4 g Tris, 11,2 g Glycin, 2,5 ml 10 %iges SDS, 200 ml Methanol

Waschlésung (fiir Southern Blot ) 0,5-5xSSC, 0,1-0,5 % SDS

X-Gal-Stammlésung 2 % 5-Bromo-4-Chlor-3-Indoyl-3-D-Galactosid in Dime-
thylformamid

2.3 Kultivierung von Pflanzen und Mikroorga-
nismen

2.3.1 Oberflachensterilisation von Samen

Samen von Arabidopsis thaliana wurden sterilisiert, indem sie fiir 10 min in einer
Mischung aus 70 % Ethanol und 1 % Triton-X 100 in Wasser geschiittelt wurden,
danach wurden sie dreimal in 96 %igem Ethanol gespiilt und zum Trocknen auf
steriles Filterpapier gelegt. In getrocknetem Zustand konnten sie auf Agar-Platten
ausgelegt oder gestreut werden.

Samen von Petroselinum crispum wurden entweder genauso behandelt oder
nur mehrmals mit reichlich sterilem aqua dest. gespiilt. Diese Behandlung war
meist ausreichend, um Kulturen von Keimlingen von Petroselinum crispum aus-
reichend frei von Pilzen zu halten.

2.3.2 Pflanzen in Sterilkultur
Arabidopsis thaliana auf Agar

Arabidopsis thaliana wurde auf MS-Agar kultiviert [127]. Zur Selektion wurden
dem Agar nach dem Autoklavieren und Abkiihlen des Mediums auf unter 60 °C
Antibiotika (Ampicilin 80 pg/ml oder Kanamycin 25 pg/ml) zugesetzt. Nach dem
Auslegen der Samen wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und fiir drei
Tage bei 4 °C im Dunkeln gelagert (Vernalisation). Danach wurden die Samen
in Inkubationskammern (Percival Scientific, Perry, lowa, USA) unter Kurztagbe-
dingungen (Bedingungen wie unter 2.3.4) inkubiert und so zu Keimung gebracht.
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Petroselinum crispum auf Filterpapier

Oberflachensterilisierte Samen von Petroselinum crispum wurden auf feuchtes
Filterpapier (3MM-Papier) in Schalen ausgelegt. Die Schalen wurden verschlos-
sen und schrig stehend im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, so dafl die
Wurzeln der Keimlinge entlang der Oberflache des Filterpapiers wuchsen.

2.3.3 Pikieren von Keimlingen und jungen Pflanzen

Bei Bedarf wurden Pflinzchen im Alter von ca. zwei Wochen pikiert, d.h. in Topfe
mit VM-Erde gepflanzt und weiter unter Kurztagbedingungen im Gewichshaus
kultiviert.

2.3.4 Pflanzen in Kultivationskammern

Auch junge Pflanzen in VM-Erde wurden in Inkubationsschranken (Percival) un-
ter Kurztagbedingungen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit, 22 °C, 66 % RH) kultiviert.

2.3.5 Pflanzen im Gewichshaus

Arabidopsis thaliana in VM-Erde wurde im Gewéchshaus unter Kurztagbedin-
gungen (8 h Licht, 16 h Dunkelheit) kultiviert. Zur Induktion der Bliitenbil-
dung wurden die Pflanzen in Langtagbedingungen (16 h Licht, 8 h Dunkelheit)
iberfiihrt.

Petroselinum crispum wurde im Gewéchshaus, nicht unter besonderen Bedin-
gungen, kultiviert und normal gegossen und gediingt.

2.3.6 Zellen in Suspensionskultur

Zellen von Petroselinum crispum in Suspensionskultur wurden von Lydia Bol-
lenbach betreut. Sie wurden aller sieben Tage in frisches HA-Medium iiberimpft.
Erlenmeyerkolben mit Zellkulturen wurden im Dunkeln bei 26 °C mit ca. 120 rpm
geschwenkt. Zellen aus Suspensionskultur wurden jeweils fiinf Tage nach dem
letzten Uberimpfen in neues Medium verwendet.

2.3.7 Phytophthora infestans in Kultur

Myzel von Phythophthora infestans Stamm Pil wurde auf Gemiisesaftagar kulti-
viert. Dazu wurde ein Stiick Myzel aus einer bestehenden Kultur auf eine frische
Platte mit Gemiisesaftagar transferiert, die Platte wurde gut verschlossen und
im Dunkeln bei 18 °C kultiviert. Nach 14 Tagen war die Platte bis zum Rand mit
Myzel bedeckt. Mit einem Teil von diesem Myzel wurde erneut eine Gemiisesaft-
oder Roggenagar-Platte angeimft. Pil auf Roggenagar-Platten wurde unter glei-
chen Bedingungen kultiviert und 10 Tage nach Uberimpfen verwendet.
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2.3.8 Blumeria graminis f. sp. hordei (Stamm K1) in Kultur

Blumeria graminis f. sp. hordei ist ein obligat biotropher Ascomycet [199]. Er
wurde auf suszeptiblen Gerstepflanzen bei 22 °C kultiviert. Konidiosporen konn-
ten ca. 10 Tage nach der Inokulation der Pflanzen geerntet werden.

2.3.9 Bakterien in Fliissigkultur

Zur Kultur von Bakterien wurde LB-Medium, wenn benotigt, mit Anitbiotikum
versetzt, in verschiedenen Mengen, mindestens aber 2 ml, verwandt. Bakterien
einer einzelner Kolonie wurden angeimpft, indem mit einem sterilen Zahnstocher
ein Teil der Kolonie aufgenommen und mit diesem zusammen in das Medium
gegeben wurde. Grolere Mengen Medium wurden mit 1 ml Bakterienkultur, meist
einer eigens hergestellten Vorkultur, angeimpft. Die Kultur der Bakterien erfolgte
bei 37 °C und ca. 200 rpm iiber Nacht.

2.3.10 Bakterien auf festem Medium

Zum Beimpfen einer Agarplatte wurde eine kleine Menge (z.B. 100 ul) Bakterien-
kultur auf dem Medium ausgestrichen. Die Platten wurden iiber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Es wurde festes LB-Medium, meist mit Zusatz von Antibiotikum, ver-
wendet. Zur Selektion von Transformanden (Blau-Weifi-Selektion) wurden dem
Agar auflerdem IPTG (Biomol GmbH, Hamburg, 0,2 mM) und X-Gal (Biomol
GmbH, Hamburg, 40 mg/1) zugegeben.

2.3.11 Anlegen von Stammkulturen

Zum Anlegen einer Stammkultur wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefafl
500 pl sterilen Glycerins vorgelegt. Dazu wurden 500 ul Bakteriensuspension (z.B.
frische Uber-Nacht-Kultur) gegeben und durch Schiitteln griindlich gemischt. Die-
se Mischung wurde in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.4 Infektionen

2.4.1 Infektion von Suspensionskulturzellen mit Sporen
von Phytophthora infestans

Vorbereitung der Objekttriger

Damit die Zysten von Phytophthora infestans an der Oberfliche von Objekt-
tragern haften blieben, mufiten diese mit Gelatine beschichtet werden. In Vor-
bereitung dessen wurden Objekttrdger 1 h in 0,1 M HCI gekocht, in einem
Wasserbad langsam abgekiihlt (iiber Nacht) und unter sterilen Bedingungen mit
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sterilem Wasser zweimal gespiilt. 3 g Gelatine wurden in sterilem aqua dest.
durch Erwdrmen und unter Riihren gelost, dazu wurden 0,01 % Chromalaun
(K(CrlIII)SO4) gegeben. In diese Losung wurden die Objekttriger fiir 2-3 min
getaucht. Danach wurden sie {iber Nacht in einer Sterilbank getrocknet.

Gewinnung der Pilzsporen

Pilzsporen von Pil wurden gewonnen, indem ca. 10 Roggenagarplatten, auf de-
nen ca. 10 Tage altes Myzel des Pilzes Phythophtora infestans Stamm Pil wuchs,
mit jeweils 10 ml sterilem, kaltem deionisierten Wasser iiberschichtet und danach
fiir 90 min bei 4 °C gelagert wurden, was der Induktion der Sporangienbildung
und dem Entlassen der Sporen aus den Sporangien dienen sollte [30]. Sporen wur-
den geerntet, indem die Platten kurz geschwenkt und die Ubersténde durch ein
Nylonnetz in sterile Falkon-Rohrchen abgegossen wurden. Durch 2 min kéftiges
Schiitteln wurde das Enzystieren der Sporen induziert, was diese widerstandsfahi-
ger und keimbereiter machte. Die Zystensuspension wurden fiir 8-10 min bei
4 °C bei 2000 rpm in einer Heraeus Kiihlzentrifuge zenrifugiert. Das entstehende
(schwer sichtbare) Pellet wurde in sterilem kaltem Leitungswasser (gewéhrleistet
bessere Keimfihigkeit) aufgenommen und durch Pipettieren resuspendiert. Es
wurden jeweils 500 pl Zystensuspension auf mit Gelatine beschichtete Objekt-
trager aufgetragen.

Zugabe und Infektion der Zellen

Wiéhrend 90-miniitiger Inkubation (im Dunkel) bei RT keimten die Sporen soweit
aus, daf} sie zugegebene Petersiliezellen oder -mikrokalli aus Suspensionskultur in-
fizieren konnten. Auflerdem diente diese Inkubation dem Anhaften der Zysten an
den mit Gelatine beschichteten Oberflichen der Objekttréger. Es wurden fiinf Ta-
ge alte Zellkulturen durch ein Stahlnetz gegossen (Abtrennen der grofieren Kalli)
und durch Zentrifugieren (1-2 min, 1000 rpm) in einer Minifuge (Heraeus, Hanau)
bei 18 °C aufkonzentriert. Der Uberstand wurde bis auf ca. 5 ml abgegossen und
aufbewahrt, das Pellet in der verbleibenden Fliissigkeit resuspendiert und auf die
Objekttrager mit den gekeimten Zysten verteilt (ca. 500 ul pro Objekttriger).
Waéhrend weiterer Inkubation im Dunkeln bei RT wurde ein Teil der Petersilie-
zellen bzw. Mikrokalli von Pilzhyphen infiziert und so ebenfalls immobilisiert.
Nach 120 min wurden die Objekttréager mit HA-Medium gespiilt und so die nicht
infizierten Zellen und Mikrokalli entfernt.

2.4.2 Infektion von Arabidopsis thaliana mit Konidien von
Blumeria graminis

Zur Kultur wurde Blumeria graminis f. sp. hordei auf suszeptiblen Gerstenpflan-
zen gehalten. Zur Infektion von Arabidopsis thaliana wurden Gerstenpflanzen, die



2.5. TRANSFORMATIONEN 41

sechs bis zehn Tage nach ihrer Inokulation Konidiosporen von Blumeria graminis
f. sp. hordei in hoher Dichte trugen, iiber dem zu infizierenden Pflanzenmaterial
(Blitter oder ganze Pflanzen) geschiittelt, wodurch die Konidiosporen auf die zu
infizierenden Pflanzen herabrieselten.

2.5 Transformationen

2.5.1 Vorbereiten und Transfomationen von Bakterien

Vorbereiten von Bakterienzellen zur DNA-Aufnahme — Herstellung
kompetenter Zellen

Es wurde eine Vorkultur FE. coli in 50 ml LB angeimpft und iiber Nacht bei
max. 37 °C und 200 rpm kultiviert. Mit 2 ml dieser Vorkultur wurden andern-
tags 400 ml 2x LB angeimpft, dazu wurde eine Spatelspitze MgSO, gegeben. Die
Bakterien wurden bei 37 °C und 200 rpm bis zu 0,4-0,5 ODs5g5 kultiviert. Die
Hélfte der Kultur wurde in Falcon-Rohrchen zu 50 ml aliquotiert und in einer
Minifuge (Heraeus, Hanau) bei 4000 rpm und 4 °C pelletiert. Der Uberstinde
wurden verworfen, die Pellets mit weiteren 50 ml Kultur aufgefiillt und erneut
wie oben zentrifugiert. Die so entstandenen Pellets wurden in je 45 ml eiskaltem
0,1 M CaCly aufgenommen, durch Schiitteln resuspendiert und erneut zentifu-
giert. Die Pellets wurden wieder in je 45 ml eiskaltem CaCl, resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert, in einer gut vorgekiihlten Heraeus-Minifuge zentrifugiert
und danach in je 4 ml eiskaltem 0,1 M CaCly mit 50 % Glycerin aufgenommen, in
ebenfalls vorgekiihlte Eppendorf-Reaktionsgeféfie zu je 200 ul aliquotiert, sofort
in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

Transformationen von Bakterien

E.coli der Stamme DHbHa, DB3.1 und GM2163 wurden transformiert, indem zu
100 bis 200 pl kompetenter Zellen 1 bis 10 pl zu rekombinanter Plasmid-DNA
gegeben wurde (chemische Transformation). Die Bakterien wurden 20 bis 60 min
auf Eis, danach 30 sec bei 45 °C inkubiert, fiir 5 min auf Eis abgekiihlt, dann mit
1 ml LB-Medium versetzt, eine Stunde bei 37 °C und 200 rpm kultiviert und da-
nach auf LB-Agar-Platten mit oder ohne Antibiotikum ausplatiert. Wenn notig,
wurden Ampicilin (100 mg/1) oder Kanamycin (60 mg/1) oder IPTG (Biomol,
0,2 mM) und X-Gal (Biomol, 40 mg/1) zugegeben.

2.5.2 Biolistische Transformation von Arabidopsis thaliana —
“Particle Bombardment”

Bevor Microcarrier (Goldpartikel, 1 pym Durchmesser, BioRad, Miinchen) mit
DNA beschichtet werden konnten, mufiten sie vorbereitet werden. Das geschah,
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indem 30 mg Goldpartikel in 1 ml 70 %igem Ethanol 5 min geschiittelt und
durch kurzes Zentrifugieren sedimentiert wurden. Danach wurden sie dreimal in
je 1 ml sterilem Wasser geschiittelt, sedimentiert und danach in 500 pul sterilem
50 %igem Glycerin (in Wasser) aufgenommen (Endkonzentration der Goldparti-
kel 60 mg/ml). Die so vorbehandelten Goldpartikel konnten fiir zwei Wochen bei
4 °C gelagert werden.

Um DNA auf Microcarrier zu bringen, wurden 50 ul dieser Suspension unter
heftigem Schiitteln mit 5 ul DNA (Konzentration 1 pg/ul), 50 pl 2,5 M CaCl,
und 20 pl 0,1 M Spermidin (freie Base, Sigma, Miinchen) versetzt, danach weitere
3 min geschiittelt, durch kurzes Zentrifugieren (20 sec Tischzentrifuge) sedimen-
tiert, in 140 pl Ethanol resuspendiert, erneut abzentrifugiert und in 52 pl Ethanol
aufgenommen.

Zur Transformation wurden abgetrennte Blatter von Arabidopsis thaliana ver-
wendet. Das zur Transformation vorgesehene Pflanzenmaterial wurde auf Petri-
schalen mit Wasseragar, dem 85 mM Benzimidazol (verzogert die Blattalterung)
zugesetzt war, ausgelegt und in das Particle Delivery System (Biolistic PDS-
1000/He, BioRad Miinchen) gestellt (zweite Schiene von unten). Die in Ethanol
suspendierten Goldpartikel wurden auf sieben Macrocarrier verteilt, diese in den
Macrocarrier-Holder gelegt und eingepafit. Der Macrocarrier und der Verteiler-
kopf wurden nach Herstellerangaben in das Gerét eingebaut. Die Kammer wurde
bis ca. 27 inch/Hg evakuiert. Es wurden Berstscheiben verwendet, die bei 900 v
barsten.

2.5.3 Transiente Transformation von Protoplasten von
Petroselinum crispum

Protoplasten wurden aus Zellen von Petroselinum crispum aus Suspensionskul-
tur fiinf Tage nach Uberimpfen in frisches HA-Medium gewonnen. Dazu wurden
175 mg Cellulase und 35 mg Macerozym in 17,5 ml 0,24 M CaCl, durch Riihren
(ca. 15 min) gelost und sterilfiltriert (0,45 pum Porengrofie, Sartorius). Jeweils
3 ml dieser Enzymlosung und 6 ml 0,24 M CaCl, wurden in sterilen Petrischalen
(Durchmesser 9 ¢cm) vorgelegt.

20 ml Zellkultur wurden fiir 5 min bei 2000 rpm in einer Minifuge (Heraeus,
Hanau) bei RT pelletiert und mit 0,24 M CaCly auf 15 ml aufgefiillt. Die resus-
pendierten Zellen wurden in Aliquots zu 3 ml auf die vorbereiteten Petrischalen
aufgeteilt, iiber Nacht bei 26 °C inkubiert und am néchsten Tag bei 40 rpm fiir
20 min sanft geschwenkt, um die Protoplasten von den Zellwandfragmenten zu
16sen.

Durch Zentrifugation in einer Minifuge (Heracus, Hanau) bei 1500 rpm fiir
5 min wurden die Protoplasten und Zellwandreste von der Enzymlosung sepa-
riert, das Pellet wurde in 20 ml 0,24 M CaCl; resuspendiert und erneut so zen-
trifugiert. Danach wurde das Pellet in 16 ml B5-Medium mit Saccharose auf-
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genommen, geschwenkt, in Schraubdeckelrohrchen (Sarstedt) tiberfithrt und in
einer Heraeus-Minifuge bei 800 rpm fiir 5 min zentrifugiert. Die nun auf dem
Medium flotierenden Protoplasten wurden mit einer Pipette mit weiter Offnung
abgenommen, die Protoplastenkonzentration durch Auszéhlen im Mikrsokop be-
stimmt (Fuchs-Rosenthal-Zihlkammer) und auf 5 x 10° bis 1 x 107 eingestellt.

Die Transformation erfolgte in Schraubdeckelrohrchen (Sarstedt) mit rundem
Boden. Es wurden 40 ] DNA (0,5 pg/ul) und 350 pl PEG vorgelegt, 150 ul Proto-
plastensuspension zugegeben und durch leichtes Schiitteln gemischt. Nach 20 min
bei RT wurde die Transformation durch Zugabe von 5 ml 0,275 M Ca(NOj),
pH 6,0 gestoppt, die Protoplasten wurden sofort fiir 7 min bei 800 rpm bei RT in
einer Heraeus Minifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde in 6 ml B5-Medium mit
Saccharose resuspendiert, auf zwei Petrischalen (Durchmesser 6 cm) aufgeteilt
und bei 26 °C inkubiert. GFP-Expression begann bereits 4 h nach der Trans-
formation sichtbar zu werden, noch weitere 24 h danach konnten Protoplasten
mikroskopiert werden.

2.6 Isolation von Nukleinsiuren

2.6.1 Isolation genomischer DNA aus Pflanzen und Sus-
pensionskulturzellen

Fiir die Isolierung genomischer DNA standen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung.
Entweder wurde der nucleon Phytopure Plant DNA Extraction Kit (Amersham
Life Science, Buckinghamshire, UK) oder der Plant DNA Isolation Kit (Boeh-
ringer, Mannheim) verwendet und nach den Angaben des jeweiligen Herstellers
vorgegangen, oder es wurde ein schnelles und unkompliziertes Verfahren angewen-
det, bei dem wenige Bldttchen (ein bis zwei Blattchen entsprechend 20-40 mg)
mit einem Pistill in einem 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefafl in 200 pl Puffer
(200 mM Tris/HCI pH 7,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5 % SDS) ca. 15 s
lang homogenisiert und von Hand etwas geschiittelt wurden [154]. Nach Zentrifu-
gation (3 min, 13.000 rpm, RT, Eppendorf 5403, Eppendorf, Hamburg) wurden
150 pl des Uberstandes in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefi8 iiberfithrt, zur
Fillung der Nukleinsduren mit 150 ul Isopropanol versetzt und fiir 2 min bei RT
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm, Eppendorf 5403)
wurde das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen und wieder zentrifugiert. Das
Pellet, das die Nukleinsduren enthielt, wurde getrocknet und in ca. 50 pul sterilem
destilliertem Wasser aufgenommen.
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2.6.2 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Isolation von Plasmid-DINA — Miniprip nach TELT-Methode

Einzelkolonien wurden in 3 ml TB (meist mit Antibiotikum) iiber Nacht bei 37 °C
und 200 rpm kultiviert, 2 ml davon wurden in ein Eppendorf-Reaktionsgefafl ab-
gegossen und in einer Eppendorf-Zentrifuge bei 13.000 rpm fiir 2 min abzentri-
fugiert. Zum Pellet wurden 200 gl TELT und 20 pl Lysozym (10 mg/ml, Sigma,
Miinchen) gegeben, das Pellet darin resuspendiert und 15 min heftig geschiittelt.
Nach 3 min Denaturierung bei 95 °C und 5 min Inkubation auf Eis wurde das
Gemisch fiir 15 min bei 4 °C in einer Tischzentrifuge (Eppendorf 5403, Eppen-
dorf, Hamburg) bei 13.000 rpm zentrifugiert und das entstandene Pellet danach
mit einem sterilen Holzzahnstocher entfernt.

Der Uberstand wurde mit 100 ] Isopropanol versetzt und 5-10 min auf Eis
inkubiert. Diese Mischung wurde 30 min bei RT zentrifugiert (13.000 rpm, Eppen-
dorf 5403, Eppendorf, Hamburg), das Pellet mit 70 %igem Ethanol gewaschen,
bei RT getrocknet und in 45 pl TE+RNase aufgenommen. Davon wurden 2 ul
zur enzymatischen Spaltung mit Restriktionsendonukleasen eingesetzt.

Isolation von Plasmid-DNA mit Plasmid-Mini-Kit

Plasmid-DNA konnte auch mit Hilfe des Plasmid-Mini-Kits (Fa. Qiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers prapariert werden. Die von den Saulchen eluierte
DNA konnte direkt weiterverwendet oder sequenziert werden.

Isolation von Plasmid-DNA — Midiprip

Zur Praparation von Plasmid-DNA aus Bakterien in gréflerem Mafistab wurde
der Kit Nucleobond AX (Fa. Macherey & Nagel, Diiren) verwendet.

2.6.3 Isolation von RNA aus Bliattern

Zur Arbeit mit RNA wurde stets RNase-freies Wasser verwendet. Das wurde
hergestellt, indem steriles destilliertes Wasser mit DEPC im Verhéltnis 1:1000
versetzt wurde. Nach griindlichem Mischen und Inkubation iiber Nacht (Abzug!)
wurde das Wasser nochmals autoklaviert (DEPC zersetzt sich dabei) [106].

Zur RNA-Isolation wurde der Kit Plant RNeasy Mini (Qiagen, Hilden) ver-
wendet, wobei die Angaben des Herstellers befolgt wurden. Zusétzlich wurde
wahrend der Préaparation der RNA ein DNA-Abbau durch DNase durchgefiihrt.
Hierfiir wurde die speziell zum Kit empfohlene DNase von Qiagen nach Hersteller-
Angaben angewendet. Die isolierte RNA wurde in sterilem DEPC-Wasser aufge-
nomimen.
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2.7 Methoden der Analyse von Nukleinsduren

2.7.1 Quantifizieren von DNA — Konzentrationsbestim-
mung

Die Konzentration von DNA-Losungen wurde photometrisch bei einer Wel-
lenlénge von 260 nm bestimmt, wobei 1 ODggg 50 pg/ml DNA entspricht [155].

2.7.2 Quantifizieren von RNA

Hierzu wurde der Ribogreen-Kit (Molecular Probes Europe, Leiden, NL) verwen-
det. Die mitgelieferte RNA wurde verwendet, um einen Konzentrationsstandard
herzustellen. Der Farbstoff und der mitgelieferte Puffer wurden nach Hersteller-
angaben mit der zu vermessenden RNA gemischt. Die Absorption bei 230, 260,
280 und 320 nm wurde im FluoroCount (Packard Bioscience Company, Downers
Grove, Illinois, USA) bestimmt. Fiir jede RNA-Konzentration wurden drei Wer-
te erfafit (Dreifachmessung). Die zugehorige Konzentration konnte direkt in der
RNA-Eichkurve abgelesen werden.

2.7.3 Elektrophoretische Trennung von DNA nach ihrer
Grofle

DNA wurde zu Analyse- und Praparationszwecken in horizontalen Agarose-Gelen
elektrophoretisch getrennt. Je nach Grole des zu erwartenden DNA-Fragments
wurde 0,8 % bis 2 % (w/v) SeaKem-Agarose in TAE-Puffer durch Erhitzen gelost
und beim Erkalten in die Gelform gegossen. Die Trennung erfolgte bei 3-5 V/cm
Gelbreite, wobei die Stromstérke 120 mA nicht {ibersteigen sollte. Zur Detektion
von DNA-Fragmenten unter UV-Licht wurde der Agaroselésung 0,2 pug Ethidium-
bromid pro ml zugesetzt. Den DNA-Proben wurde vor dem Auftragen 1/10 Vo-
lumen Probenpuffer zugesetzt, der Ethidiumbromid in gleicher Konzentration
enthielt. Gele wurden nach dem Lauf auf einem Transilluminator unter UV-Licht
(254 nm) betrachtet und photographiert.

2.7.4 Praparation von DNA aus dem Agarosegel

Unter abgeschwéchtem UV-Licht wurden DNA-Fragmente, die von nicht
gewiinschten DNA-Fragmenten elektrophoretisch getrennt worden waren (siche
Abschnitt 2.7.3), aus dem Agarosegel ausgeschnitten, d.h. das die gewiinsch-
te DNA enthaltende Gelstiick wurde mit einem Skalpell vom restlichen Gel
moglichst sorgfiltig getrennt.

Das die DNA enthaltende Gelstiickchen wurde entweder auf ein GenElute Spin
Column MINUS EtBr (Sigma, Miinchen) plaziert und der Puffer zusammen mit
der DNA von der Agarose durch Zentrifugation (nach Angaben des Herstellers
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der SpinColumn) getrennt. Alternativ wurde die DNA mit Hilfe des NucloeSpin-
Kits (Macherey & Nagel, Diiren) aus dem Gel eluiert, auch dabei wurde nach
Herstellerangaben verfahren.

2.7.5 Transfer von DNA aus dem Gel auf eine Membran
— “Southern Blot”

DNA wurde aus dem Gel mittels Kapillartransfer auf eine Nylonmembran
(Hybond-N, Amersham Buchler, Braunschweig) iibertragen. Nach dem Lauf wur-
den Gele zuerst in Denaturierungslosung, dann in Neutralisierungslosung ge-
schwenkt. Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf ein mit zwei Puf-
ferreservoiren, beide gefiillt mit 20xSSC, in Verbindung stehendes Filterpapier
gelegt, die Nylonmembran wurde exakt auf Gelgrofle zugeschnitten und luftbla-
senfei aufgelegt, dariiber wurden mehrere Lagen Zellstoffs geschichtet und be-
schwert, die Fliissigkeit aufnahmen und so den Transfer der DNA aus dem Gel
auf die Membran bewirkten.

Die DNA wurde an die Membran kovalent gebunden, indem sie fiir 5 min auf
einem Transilluminator mit UV-Licht (254 nm) bestrahlt wurde.

2.7.6 Hybridisierung von DNA mit radioaktiv markierter
Sonde

Die Membran mit der kovalent gebundenen DNA wurde 6 h lang bei 65 °C (Roll-
inkubator GFL, Burgwedel) in Hybridisierungspuffer geschwenkt.

Bei der Hybridisierung diente PcPRF1 (ca. 400 bp) als Sonde. Diese wurde
hergestellt, indem 45 ul einer aus einem DNA-Gel eluierten DNA mit DNA la-
beling beads (Pharmacia Biotech, Stockholm, Schweden) und 5 ul [a-3?P]-dCTP
(3000 pCi/mmol, Amersham Buchler, Braunschweig) fiir 15 min bei 37 °C inku-
biert und danach bei 90 °C denaturiert wurden. Durch Zugabe der Sonde zum
Hybridisierungspuffer wurde die Hybridisierung (bei 65 °C) gestartet.

Ca. 18 h nach Beginn der Hybridisierung wurden die Membranen bei 50 °C
gewaschen (mind. zweimal 30 min). Die Konzentration von SDS und SSC in
der Waschlosung bestimmten dabei die Stringenz der Waschung, d.h. den Grad
der Homologie, die die Sonde mit der markierten DNA hat. Sie lag zwischen
3xSSC, 0,3 % SDS fiir geringe Stringenz, d.h. auch geringeren Homologiegrad
und 0,3xSSC, 0,1 % SDS fiir hohe Stringenz und hohes Mafi an Homologie.
Die Membran wurde noch feucht auf eine Folie gelegt und zusammen mit einem
Rontgenfilm (Kodak X-omat AR-5-Film, Kodak Eastman, Rochester, USA) in
eine Filmkassette eingelegt und bei —80 °C gelagert. Je nach Bedarf lag der Film
wenige Tage bis Wochen auf. Er wurde von Hand entwicklet.
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2.7.7 “Screening” einer cDNA-Bank

Zur Gewinnung verschiedener Profilinsequenzen aus Petroselinum crispum wurde
eine cDNA-Bibliothek durchmustert. Diese cDNA-Bibliothek wurde freundlicher-
weise von Dr. Imre E. Somssich zur Verfiigung gestellt. Es handelte sich um eine
AZAP-Phagen-cDNA-Bank, gewonnen aus Petersiliezellen aus Suspensionskultur
[94]. Es wurden zunéchst Wirtsbakterien des Stammes XL1 Blue in 50 ml L+-
Medium angeimpft und bei 37 °C und 240 rpm {iber Nacht kultiviert. Danach
wurden sie aufkonzentriert, indem sie fiir 10 min bei 4000 rpm in einer Heraeus-
Zentrifuge bei RT abzentrifugiert wurden, das entstehende Pellet wurde in (ca.
20 ml) sterilem 10 mM MgSO, aufgenommen und auf 2,0 ODggg eingestellt. Die-
se Wirtsbakterien wurden infiziert, indem zu 100 pul SM-Puffer 65 pl XL1Blue
in MgSO4 und 1,4 oder 1,7 oder 2,0 ul der Phagenbank gegeben wurden (Pha-
genbank vorher kriftig schiitteln, dann 1 min abzentrifugieren, Phagen von oben
entnehmen), Bakterien und Phagen wurden gut geschiittelt und fiir 20 min bei
37 °C inkubiert. Sie wurden zu ca. 4 ml TOP-Agar (vorgewarmt auf 45 °C) gege-
ben, beides wurde kurz gemischt und auf vorgewarmte (37 °C) NZYCM-Platten
gegeben. Diese wurden {iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Zum “Ziehen” der “Filter” wurden die Platten fiir 1 h bei 4 °C gekiihlt. Auf
jede Platte wurden nacheinander zwei Filter (Hybond-N, Amersham Buchler,
Braunschweig) aufgelegt, markiert und nach 1,5 min schnell abgezogen und nach-
einander fiir jeweils 5 min in Denaturierungslésung und Neutralisierungslésung,
danach fiir 10 min in 2xSSC inkubiert, danach auf Filterpapier bei RT getrocknet
und nach dem Trocknen fiir 2 h bei 80 °C “gebacken”.

Die Hybridisierung der Filter erfolgte &hnlich und mit der gleichen Sonde wie
oben schon beschrieben (Abschnitt 2.7.6).

Anhand der entwickleten Rontgenfilme wurden Plaques ausgewéhlt, die
Profilin-dhnliche Sequenzen zu enthalten schienen. Diese wurden mit sterilen Pa-
steurpipetten aus den Platten ausgestochen, das so erhaltene Agarbléckchen wur-
den in sterilem SM-Puffer, versetzt mit 3 Tropfen Chloroform (soll Wachstum der
Bakterien verhindern), durch starkes Schiitteln eluiert und bei 4 °C gelagert.

Da bei diesem Verfahren meist Phagen mehrerer Plaques gewonnen worden
waren, schlof§ sich eine weitere Runde des “Screenens” an. Dazu wurden er-
neut Wirtsbakterien mit dem gewonnenen Phageneluat infiziert. Zum Feststellen
der optimalen Phagenkonzentrtaion wurden zunéchst verschiedene Volumina des
Uberstands eingesetzt und die Dichte der entstehenden Phagenplaques vergli-
chen. Ausplatieren, Gewinnung und Hybridisieren der Filter und Ausstechen und
Elution der Plaques erfolgten wie oben beschrieben.

Die Gewinnung der DNA aus den Phagen erfolgte mit Hilfe des
EXASSIST/SOLR-Systems (Stratagene, La Jolla, CA, USA) nach Angaben des
Herstellers.
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2.7.8 Sequenzanalyse

Sequenzen von DNA-Fragmenten wurden durch die Arbeitsgruppe Automatische
DNA-Isolierung und Sequenzierung (ADIS) am MPI fiir Ziichtungsforschung be-
stimmt. Die Ergebnisse wurden in elektronischer Form und auf Papier gedruckt
iibermittelt.

Vorbereitung der DNA zur Sequenzanalyse

Um Plasmid-DNA zum Sequenzieren vorzubereiten, muflte sie mit Na-Acetat und
Ethanol gefallt werden. Dazu wurde ein Volumen DNA mit einem Volumen 4 M
NH4-Acetat und drei Volumen reinem Ethanol versetzt, 15 min bei RT inku-
biert und 30 min bei RT zentrifugiert (13.000 rpm, Eppendorf 5403, Eppendorf,
Hamburg), danach wie oben beschrieben gespiilt und getrocknet und in ca. 40 pl
sterilem Wasser aufgenommen. Zum Sequenzieren wurde die DNA-Losung auf
eine Konzentration von 250 ng/ul eingestellt.

2.7.9 Computergestiitzter Sequenzvergleich

Zum Vergleich von DNA-Sequenzen wurden Computerprogramme verwendet. Am
haufigsten wurde auf das “Wisconsin Sequence Analysis Package” der Genetic
Computer Group in Madison, Wisconsin zuriickgegriffen (GCG, heute accelrys
http://www.accelrys.com). AuBlerdem wurden die auf der Internetseite des Natio-
nal Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
angebotenen Programme verwendet.

2.8 DNA-Modifikationen

2.8.1 Enzymatische Spaltung von DNA-Molekiilen mit-
tels Restriktionsendonukleasen

Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurde entweder zur Kontrolle der
DNA-Sequenz (analytisch) oder zur Gewinnung spezifischer DNA-Fragmente
(praparativ) eingesetzt. Bei der analytischen Spaltung wurden 2-3 pl DNA mit
1 pl jeden Restriktionsenzyms unter Verwendung des zugehdrigen Puffers in 25 pul
Reaktionsvolumen fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgte die Analyse auf
einem Agarosegel (siehe Abschnitt 2.7.3). Dazu wurde das gesamte Reaktions-
volumen mit 2,5 ul Probenpuffer versetzt, auf ein Agarosegel aufgetragen und
getrennt und unter schwachem UV-Licht betrachtet. Fiir die préiparative DNA-
Spaltung wurden alle Reagenzien in grofferen Mengen eingesetzt. Nach Betrachten
unter UV-Licht wurde die Bande gewiinschter Grofie ausgeschnitten und die DNA
aus dem Gel eluiert mit Hilfe des NucleoSpin-Kits (Macherey & Nagel, Diiren,
siehe auch 2.7.4).
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2.8.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Um bei der Ligation von zwei DNA-Fragmenten die Religation des Plasmids zu
verhindern und die Ligation von Plasmid und Fragment zu begiinstigen, wurden
die 5’-Enden der Plasmid-DNA mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert. In
dieser Arbeit wurde zur Dephosphorylierung Shrimp Alcaline Phosphatase (SAP)
nach den Angaben des Herstellers (Fa. USB, Bad Homburg) verwendet.

2.8.3 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-Ligase

Zwei “glatte” Enden doppelstringiger DNA koénnen ebenso wie iiberhédngende
und zueinander komplementidre DNA-Enden durch das Enzym T4-DNA-Ligase
miteinander ligiert werden. Dazu wurden dephosphorylierte Plasmid-DNA varia-
bler Menge (zwischen 20 und 200 ng) und variable Mengen von zu ligierenden
DNA-Fragmenten in einem Reakionsvolumen von 10—20 pl bei 17 °C iiber Nacht
oder fiir 1 h bei 37 °C ligiert.

2.8.4 Ligation mittels Rekombinase - Gateway-
Klonierung

Zur Klonierung der Profilinsequenzen in das Plasmid pJawohl8 (Bekir Ulker,
unverdffentlicht) wurde ein neues Verfahren der Klonierung verwendet. Dabei
wurden die Schritte Spaltung mit Restriktionsendonukleasen und Ligation der
DNA-Fragmente ersetzt durch das gleichzeitige Entfernen einer DNA-Sequenz
aus dem Plasmid und Einsetzen einer anderen an gleicher Stelle mit Hilfe des
Enzyms Rekombinase (Invitrogen, Karlsruhe). Das Verfahren ist dem von Wesley
et al. beschriebenen dhnlich [196].

Dieses System basiert auf dem Rekombinationssystem des Lambda-Phagen.
Das Enzym Rekombinase erkennt ein Paar von Erkennungssequenzen im Plasmid
und ein anderes, wenn vorhanden, im DNA-Fragment. Es tauscht die zwischen
den jeweiligen Paaren gelegenen DNA-Sequenzen gegeneinander aus. Die Anwen-
dung dieses Systems setzt voraus, daf3 die zu klonierenden DNA-Fragmente die
Erkennungssequenzen tragen. Sie wurden deshalb mittels PCR an die zu klonie-
renden Fragmente angehéngt, indem spezifische Primer verwendet wurden, die
die Erkennungssequenzen an ihrem 5’-Ende trugen (attB).

Profiline wurden unter Verwendung spezifischer Primer, die aulerdem die at{B-
Sequenzen trugen, mittels PCR amplifiziert (sieche Abschnitt 2.1.3). Sie wurden
mittels BP-Rekombination in den pDONR-Vektor iibertragen, das Produkt wur-
de in DH5a-Zellen transformiert (BP-Rekombinase, pDONR, DH5« Invitrogen,
Karlsruhe). Nach einer Extraktion aus diesen konnten die Profilinsequenzen mit-
tels LR-Rekombination in den Vektor pJawohl8 iibertragen werden. In diesem
waren die attly- und attlo-Erkennungssequenzen so angebracht, dafl mit die-
ser einen Rekombinationsreaktion eine Sequenz entstand, deren Expression in
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einer Pflanzenzelle zu dsRNAi fithren konnte: Diese Sequenz trug hinter dem
35S-Promotor eine Profilinsequenz, dahinter ein Intron des WRKY44-Gens und
dahinter dieselbe die Profilinsequenz in umgekehrter Orientierung. Rekombinati-
onsreaktionen und Transformationen wurden nach Herstellerangaben ausgefiihrt.

2.8.5 Reverse Transkription

Aus RNA wurde durch reverse Transkription DNA hergestellt. Dazu wurden
2 pug RNA mit 2 pl des Primers SKT17 (10 pmol/ul) versetzt und auf 11,5 pl
aufgefiillt. Diese Mischung wurde fiir 10 min auf 70 °C erhitzt (zur Denaturie-
rung) und dann auf 4 °C abgekiihlt. Dann wurden 4 ul 5xPuffer, 2 pl DTT
(beides Invitrogen, Rockville, MD, USA), 1 pl 10 mM dNTPs (Pharmicia Bio-
tech, Stockholm, Schweden) und 0,5 ul RNasin (Promega, Mannheim) zugegeben.
Nach Vorwéarmen auf 42 °C fiir 2 min wurde 1 ul Superscript (Invitrogen) zuge-
geben. Die reverse Transkription erfolgte im Laufe der nidchsten 53 min bei 42 °C.
Danach wurde die Reaktion durch Erwérmen auf 70 °C (15 min) beendet und
die Mischung auf 4 °C abgekiihlt. Gelagert wurde die so entstandene cDNA bei
—20 °C. Die Konzentration konnte nicht genau bestimmt werden, da die noch
in der Mischung enthaltenen Proteine und Salze das Mefergebnis verfilschten.
AuBerdem empfahl es sich wegen zu hoher Verluste nicht, die cDNA zu reinigen.

2.8.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

DNA oder ¢cDNA wurde amplifiziert, indem die zu amplifizierende DNA
(gewohnlich 0,1 bis 5 pl Template je nach Konzentration) mit 1 pl jeden
Primers (10 pmol/ul, sieche Abschnitt 2.1.3), 1 pul 5 mMol dNTPs (Parma-
cia, Stockholm, Schweden), 2,5 ul PCR-Puffer (Boehringer/Roche, Mannheim
oder Gibco/Invitrogen), 0,75 pl MgCl (wenn nicht im Puffer enthalten, Gib-
coBRL/Invitrogen, Karlsruhe), 0,3 ul Tag-Polymerase (Boehringer/Roche oder
GibcoBRL/Invitrogen) und Wasser bis zu einem Volumen von 25 pul versetzt wur-
de. Das Temperaturprogramm zur Amplifikation bestand aus einem anfianglichen
Denaturierungsschritt 3 min 94 °C,

20 bis 35 Zyklen von

30 sec 94 °C (Denaturierung)

30 bis 45 sec 42 bis 65 °C (Primerpaarung)
30 bis 120 sec 72 °C (Synthese),

einem abschlieBenden Syntheseschritt 7 min 72 °C und einer Abkiihlung auf
4 °C. PCR-Produkte wurden auf einem Agarose-Gel (0,8 % Agarose in TE-Puffer,
Zusatz von 0,0025 % (v/v) Ethidiumbromid-Losung) analysiert. Sie konnten fiir
weitere Reaktionen eingesetzt oder bei —20 °C gelagert werden.
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2.9 Proteinbiochemie

2.9.1 Proteinextraktion

Zur Extraktion von Proteinen wurden 1 g Pflanzenmaterial oder 2 g Petersi-
liezellen aus Suspensionskultur in fliilssigem Stickstoff griindlich gemorsert, in
10 ml Extraktionspuffer aufgenommen und 30 min bei 4 °C und 10.000 g zen-
trifugiert. Der Uberstand wurde in Aliquots zu 1200 gl in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei —20 ° gelagert.

2.9.2 Praparation von Membranproteinen

Um Membran-assoziierte Proteine zu gewinnen, wurden 1 g Petersilliezellen aus
Suspensionskultur oder 1 g Blattmaterial von Arabidopsis thaliana in fliissigem
Stickstoft gefroren und bei 4 °C mit Sand in 3 ml HEPES-Puffer griindlich
gemorsert. Das entstehende Gemisch wurde bei 4 °C und 7000 g 20 min zen-
trifugiert, um Sand und Zellwandreste abzutrennen, der Uberstand wurde an-
schlieBend bei 4 °C und 32.000 g 30 min zentrifugiert. Das Pellet, das die Micro-
somen enthalten sollte, wurde in 1 ml Kaliumpuffer resuspendiert und bei —20 °C
gelagert.

2.9.3 Elektrophoretische Trennung der Proteine

Proteine aus Proteinextrakten wurden mittels SDS-PAGE (SDS-Polyakrylamid-
Gel-Elektrophorese) nach ihrer Grofle getrennt [99]. Es wurden 10 %ige und
12 %ige Trenngele, jeweils mit einem 5 %igen Sammelgel iiberschichtet, verwen-
det. Die Zusammensetzung wurde von Sambroock et al. [155] ohne Modifikationen
iibernommen.

Proteinextrakte wurden mit 1/3 Volumen 4 x Probenpuffer nach Laemmli ver-
setzt, fiir 3 min auf 90 °C erhitzt und auf Eis abgekiihlt. Als Molekulargewichts-
standards wurden SeeBlue, Mark12 und Rainbow-Marker (alle drei NuPAGE,
heute Invitrogen GmbH, Karlsruhe) verwendet. Zum Auftrennen der Proteine
wurde eine Spannung zwischen 40 und 200 V angelegt.

Nach dem Lauf wurden die Proteine im Gel entweder mit Coomassie [130]
geférbt (schwenken in Férbelosung fiir mind. 1 h, schwenken in Entfirbelosung
mindestens iiber Nacht) oder auf eine Membran iibertragen.

2.9.4 Ubertragung der Proteine aus dem Gel auf eine
Membran — “Western Blot”

Proteine wurden im Naf-Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran (BA85,
Schleicher & Schiill) iibertragen. Dazu wurden auf die Katode der Blotappara-
tur (Electro Eluter, BioRad, Miinchen) zwei Lagen in Transferpuffer getrankten
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Filterpapiers (3MM, Whatman, Maidstone, UK), das Gel mit luftblasenfrei auf-
gelegter Membran und zwei weitere Lagen feuchten Filterpapiers gelegt. Filterpa-
pier und Membran wurden vorher mit Transferpuffer getrinkt. Die Ubertragung
der Proteine erfolgte entweder bei 80 V und ca. 350 mA fiir ungefihr 2 h bei 4 °C
oder bei 30 V und ebenfalls 4 °C {iber Nacht.

2.9.5 Antikorpergewinnung und Antikérperreinigung
Heterologe Proteinexpression in E. coli

Zur Gewinnung von heterolog exprimiertem Protein wurde eine Expressionskul-
tur von F. coli in 500 ml LB+ Antibiotikum mit 20 ml einer Vorkultur angeimpft.
Diese Vorkultur bestand aus 30 ml LB+ Anitbiotikum, die mit einer geringen
Menge (Zahnstocherspitze) einer Stammkultur angeimpft und iiber Nacht bei
37 °C und 200 rpm kultiviert wurde. Ebenso wurde die Expressionskultur bei
37 °C und 200 rpm zunéchst bis zu ca. 0,5 ODsg5 kultiviert, ehe durch Zugabe
von 1 ml 1 M IPTG die Expression des Proteins induziert wurde. Nach weite-
ren 4 h und Erreichen von ca. 2 OD595 wurde die gesamte Kultur durch 15 min
Zentrifugation bei 4 °C und 5000 rpm in einer Minifuge (Heraeus, Hanau) in
Schraubdeckelrohrchen (Falcon) pelletiert. Diese Pellets konnten bei —20 °C ge-
lagert werden.

Wiéhrend der Kultivierung konnten das Wachstum der Bakterien und die Ex-
pression des Proteins {iberwacht werden, indem stiindlich 1 ml der Kultur abge-
nommen, mit 4 xProbenpuffer nach Laemmli versetzt, mit SDS-PAGE getrennt
und im Coomassie-geférbten Gel betrachtet wurden.

Reinigung des Expressionsproteins

Die Aufreinigung des Expressionsproteins begann damit, daf§ zwei Pellets in je
5 ml Puffer B aufgelost wurden, danach eine Stunde bei RT und iiber Nacht bei
4 °C inkubiert wurden. Da der Puffer grofe Mengen Harnstoff enthielt, der bei
Kalte ausfillt, bei RT aber die Proteine stabilisiert, mufite die Suspension vor
Weiterbehandlung auf RT erwédrmt werden. Auch alle folgenden Schritte wur-
den bei RT durchgefiihrt. Erneute Zentrifugation (Minifuge, Heraeus, Hanau,
5000 rpm, 15 min, 4 °C) trennte die Bakterienreste von der Proteinsuspension.
Es wurden 600 pl Ni-Agarose (Pierce, Rockford, USA) umgepuffert, indem
sie dreimal 1 min bei 1000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf, Hamburg)
zentrifugiert und anschlieSend in 500 pl Puffer B aufgenommen wurden. Die so
behandelte Ni-Agarose wurde zum Uberstand der aufgelosten Bakterienkultur
gegeben und 30 min bei RT geschwenkt, damit das exprimierte Protein an die
Ni-Agarose binden konnte. Durch erneute Zentrifugation (Minifuge, Heraeus, Ha-
nau, 5000 rpm, 15 min, 4 °C) wurde die Agarose zusammen mit dem gebundenen
Protein pelletiert, in insgesamt 1200 pl Puffer C suspendiert, auf zwei Sdulchen
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(Pierce) verteilt und in einer Eppendorf 5403 (Eppendorf, Hamburg) 1 min bei
10.000 rpm zentrifugiert. Das Sdulenmaterial (Ni-Agarose) wurde dreimal in Puf-
fer C gespiilt, indem es in jeweils 600 pl Puffer C weitestmoglich resuspendiert,
5 min inkubiert und danach bei RT in einer Eppendorf 5403, Eppendorf, Hamburg
mit 10.000 rpm abzentrifugiert wurde.

Die Elution des Proteins von der Saule erfolgte in vier Schritten und auf dhn-
liche Weise. Das Saulenmaterial wurde in 600 pl Puffer E resuspendiert und
danach zentrifugiert (10.000 rpm, RT, Eppendorf 5403, Eppendorf, Hamburg).
Diese beiden Schritte wurden weitere dreimal wiederholt.

Die so gewonnenen Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE analysiert. So wur-
de entschieden, welche Fraktion sich am besten zur Reinigung der Antikorper
eignete.

Antikorpergewinnung

Zur Gewinnung von Antiseren wurde das Expressionsprotein als eine Bande aus
dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten und in fliisssigem Stickstoff mit Moérser und
Pistill sehr fein vermahlen. Die Immunisierung zweier Kaninchen und Gewinnung
der Antiseren iibernahm die Firma Biogenes, Berlin.

Reinigung des Antiserums

Antiseren gegen Profilin konnten im “Western Blot” verwendet werden, fiir man-
che Anwendungen waren sie nicht spezifisch genug. Deshalb sollten die Antikérper
gegen Profilin angereichert werden. Dabei kam das von Gu et al. beschriebene
Verfahren mit geringer Modifikation zum Einsatz [51].

Heterolog exprimiertes Profilin wurde nach oben beschriebener Methode ge-
reinigt. Das gereinigte Protein wurde an Nickel-Agarose (Pierce, Rockford, USA)
gebunden. Dazu wurde zuerst der pH der Proteinlosung (Profilin in Puffer E)
durch Zugabe von 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 auf pH 8,0 eingestellt, um eine Bindung
des Proteins an die Nickelagarose zu ermoglichen. 600 pul Nickelagarose wurden
ebenso umgepuffert durch mehrmaliges Abzentrifugieren und mischen mit mit
Tris/HCI auf pH 8,0 eingestelltem Puffer E.

Die Bindung des Proteins aus der Elutionsfraktion an die Nickleagarose ge-
schah durch Mischen der umgepufferten Nickelagarose mit der umgepufferten
Elutionsfraktion (Protein aus 300 ml Expressionskultur, entsprach in dieser Ar-
beit einer Elutionsfraktion von 500 pl) und Schwenken des Gemisches fiir 30 min
bei RT. Das Gemisch wurde leicht zentrifugiert, der Uberstand wurde abgenom-
men. Profilin wurde so wieder an Ni-Agarose gebunden.

An das Profilin sollten diejenigen Antikorper aus dem Antiserum binden, die
fiir Teile der Profilinsequenz spezifisch waren. Um die Bindung von Antikorper
mit Antigen zu erméglichen, mufite der Harnstoff (Harnstoff hat denaturieren-
de Eigenschaften) entfernt werden. Deshalb wurde das Gemisch auf zwei Saul-
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chen (Pierce, Rockford, USA) verteilt und leicht anzentrifugiert (dieser und die
weiteren Zentrifugationsschritte: <1 min max. 10.000 rpm Eppendorf 5403, Ep-
pendorf, Hamburg). Die Ni-Agarose wurde in je 600 pul “low-salt”-Waschpuffer
(150 mM NaCl, 50 mM Tris/HCI1 pH 7,4) aufgenommen, resuspendiert und wie-
der abzentrifugiert. Diese Spiilung wurde noch viermal wiederholt. Dann wurde
das Antiserum (500 pl pro Sdulchen) zugegeben, die Agarose darin suspendiert
und das Gemisch 30 min bei RT geschwenkt, um Bindung von Antigen mit An-
tiserum zu ermoglichen. Danach wurden die nichtgebundendenen Teile des Anti-
serums abzentrifugiert und die Ni-Agarose fiinfmal mit “low-salt”-Waschpuffer
gespiilt. Daran schlossen sich vier Waschschritte mit “high-salt”-Waschpuffer
(2 M NaCl, 50 mM Tris/HCI pH 7,4) an. Die Elution erfolgte in vier Schrit-
ten mit je 250 ul 4 M MgCls.

Die Elutionsfraktionen wurden eine Stunde lang gegen destilliertes Wasser und
iiber Nacht gegen PBS dialysiert. Nach der Dialyse wurden sie mit 1/10 Volumen
1 %iger BSA-Losung versetzt, um die Antikorper in der Losung zu stabilisieren
(Proteinkonzentration sollte mindestens 1 mg/ml betragen), in fliissigem Stick-
stoff schockgefroren und bei —20 °C gelagert.

2.9.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen

An eine Membran gebundene Proteine (sieche Abschnitt 2.9.4) konnten immu-
nologisch durch Inkubation mit Antikérpern untersucht werden. Dazu mufte
die Membran zunéchst “geblockt” werden, um unspezifische Bindungsstellen
abzuséttigen. Das geschah durch Inkubation der Membran in TBS, der mit
2 % (w/v) Milchpulver (Neuform, Hamburg) versetzt war, fiir 30-60 min. Primére
Antikérper wurden in TBS mit Milchpulver in variablen Verhéltnissen (1:10 bis
1:2000) verdiinnt, in dieser Losung wurden die Membranen meist bei 4 °C iiber
Nacht geschwenkt, mindestens aber fiir eine Stunde bei RT. Danach wurden die
Membranen dreimal fiir mindestens 10 min bei RT in TBS mit Milchpulver ge-
spiilt. Um die Proteine sichtbar zu machen, schlof8 sich eine indirekte immu-
nochemische Farbung mit einem sekundéren Antikérper an, der mit alkalischer
Phosphatase oder (Meerrettich-)Peroxidase gekoppelt war. Auch er wurde in TBS
mit Milchpulver in variablen Verhéltnissen verdiinnt (1:100 bis 1:2000), Membra-
nen wurden in dieser Losung fiir ca. 2 h bei RT geschwenkt. Danach wurden sie
in TBS-T dreimal fiir jeweils mindestens 10 min bei RT geschwenkt, es schlossen
sich noch zwei Waschschritte (Schwenken der Membran in destilliertem Wasser
fiir 10 min bei RT) an, bevor die Proteine detektiert wurden. Das geschah durch
Zugabe der Substrate der sekundéren Antikorper, entweder BCIP/NBT (Sub-
strat der alkalischen Phosphatase, Sigma, Miinchen Deisenhoven), das nach Her-
stellerangaben in Wasser aufgelost wurde, oder der Komponenten des ECL-Kits
(Amersham Buchler, Braunschweig).

Die Membranen wurden so lange in BCIP/NBT-Losung geschwenkt, bis vio-
lette Proteinbanden sichtbar wurden. Die Detektion wurde gestoppt, indem die
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Membranen in destilliertes Wasser iiberfithrt und dort noch 15-30 min geschwenkt
wurden.

Zur Detektion mit ECL-Kit wurden die Komponenten A und B des Kits im
Verhéltnis 1:1 gemischt, auf die Membran pipettiert, nach 1 min abtropfen las-
sen, die Membran wurde in Folie eingeschlagen. Rontgenfilme (Kodak X-omat
AR-5-Film, Kodak Eastman, Rochester, USA) wurden aufgelegt und nach unter-
schiedlichen Zeiten entwickelt.

2.10 Indirekte immunzytochemische Farbung

2.10.1 Immunlokalisation in infizierten Suspensionskul-
turzellen

Die infizierten Zellen (siche Abschnitt 2.4.1) wurden einer MBS-Behandlung un-
terzogen. Dafiir wurden 4,8 ml des aufbewahrten Uberstandes mit 1,2 ml 5xMSB
und 12 pl MBS-Stammlésung (100 mM in DMSO) gemischt. Je 1 ml davon wurde
auf die Objekttriager gegeben und wirkte fiir 20 min bei leichtem Vakuum (im
Exsiccator mit Wasserstrahlpumpe) ein. Danach wurden die Objekttrager drei-
mal mit jeweils 1 ml MSB gespiilt und danach mit je 750 ml eines Gemisches aus
3,75 ml aufbewahrten Uberstands, 1 ml 5xMSB und 250 xl DMSO, wieder fiir
20 min, bei leichtem Vakuum inkubiert.

Die Fixierung erfolgte in 4 %igem Formaldehyd. Dazu wurden 0,4 g Para-
formaldehyd (Abzug!) mit 7,5 ml Wasser unter Rithren erwérmt und mit konzen-
trierter Natronlauge titriert, bis der weifle Niederschlag aufgelost war. Die Losung
wurde durch ein Filterpapier gegeben, abgekiihlt, mit 2 ml 5xMSB und 500 pl
DMSO versetzt und auf 10 ml aufgefiillt. Die mit DMSO behandelten Objekt-
trager wurden dreimal mit MSB gespiilt und dann mit der Formaldehydlosung
iiberschichtet. Die Inkubation erfolgte fiir 60 min in leichtem Vakuum, wobei der
Exsiccator nur 20 min lang mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe evakuiert wurde.
Nach Abschlufl dieser Behandlung wurden die Objekttrager wieder dreimal mit
MSB gespiilt und iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt.

Um die Zellwénde durchléssiger zu machen, schlofl sich am néchsten Tag die
Behandlung mit einer Enzymlosung an. Zur Herstellung dieser wurden 15 mg Cel-
lulase (0,15 % (w/v) Endkonzentration), 5 mg Macerozym (0,05 % (w/v) End-
konzentration), 100 mg BSA (1 % (w/v) Endkonzentration), 364 mg Mannitol
(Endkonzentration 0,2 M) und 2 ml 5x MSB mit sterilem destilliertem Wasser auf
10 ml aufgefiillt und so lange geschiittelt, bis sich alles gelost hatte. Die Objekt-
trager wurden mit MSB gespiilt und dann mit der Enzymlosung iiberschichtet,
die 15 min einwirken sollte. Nach weiteren drei Spiilungen mit MSB wurden die
Objekttrager in 5 % DMSO und 1 % Triton-X 100 in MSB fiir 20 min bei RT
inkubiert. Nach weiteren drei Spiilungen mit MSB wurden sie fiir 10 min mit
eiskaltem Methanol iiberschichtet und danach sofort wieder dreimal mit MSB
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gespiilt.

Primére Antikoérper oder Antiseren wurden in 1 % BSA in PBS in variablem
Verhéltnis (1:10 bis 1:200) verdiinnt. Die Inkubation erfolgte fiir 2 h bei 37 °C.
Die Objekttriager wurden dreimal mit 1 % BSA in PBS gespiilt, danach wurde die
Losung gegen den zweiten, fluoreszenzmarkierten Antikorper (CY3 1:200; FITC
1:150), ebenfalls in 1 % BSA in PBS verdiinnt, ausgetauscht, letzterer wirkte fiir
1 h bei 37 °C ein. Danach wurden die Objekttrager mit MSB gewaschen. Sie
konnten dann mikroskopisch betrachtet werden.

2.10.2 Immunlokalisation in Wurzeln

Wurzeln von Arabidopsis thaliana und Petroselinum crispum wurden fixiert, in-
dem sie zweimal 30 min lang mit frisch hergestelltem Fixativ (4 % Paraformalde-
hyd in MTSB) unter leichtem Vakuum (Wasserstrahlpumpe) infiltriert wurden.
Die weiteren Inkubationsschritte erfolgten bei RT, wenn nicht anders angegeben,
in einem InSituPro-Roboter (Intavis, Koéln). Die Wurzeln wurden fiinfmal mit
MTSB mit 0,1 % Triton X-100 fiir jeweils 12 min gespiilt, danach fiinfmal mit
0,1 % Triton X-100 in sterilem aqua dest. fiir jeweils 12 min.

Durch 30 min Inkubation mit 2 % Driselase in MTSB wurden die Zellwénde
permeabilisiert, anschlieBend wurde wieder fiinfmal mit MTSB mit 0,1 % Tri-
ton X-100 fiir jeweils 12 min gespiilt. Die Permeabilisation der Membranen er-
folgte durch zwei 30-miniitige Inkubationen mit 10 % DMSO und 3 % NP-40 in
MTSB, nach denen wieder fiinfmal mit MTSB mit 0,1 % Triton X-100 fiir jeweils
12 min gespiilt wurde. Die Inkubation mit dem priméren Antikorper wurde durch
einen Blocking-Schritt vorbereitet, bei dem die Wurzeln fiir 1 h mit 3 % BSA in
MTSB inkubiert wurden.

Primére Antikérper wurden in 3 % BSA in MTSB 1:20 bis 1:137 verdiinnt,
die Inkubation erfolgte fiir 4 h bei 37 °C, anschliefend wurde achtmal mit MTSB
mit 0,1 % Triton X-100 fiir jeweils 12 min gespiilt. Der sekundire Anitkorper
wurde 1:200 in 3 % BSA in MTSB verdiinnt. Die Wurzeln wurden darin 3 h bei
37 °C inkubiert. Anschliefend wurden sie gespiilt, ndmlich fiinfmal mit MTSB
mit 0,1 % Triton X-100 fiir jeweils 12 min und weitere fiinfmal fiir jeweils 12 min
in sterilem destilliertem Wasser.

Danach konnten die Wurzeln auf Objekttriger iiberfithrt und in SlowFade
(Molecular Probes Europe, Leiden, NL) eingebettet werden. Sie konnten sofort
oder nach wenigen Tagen im Mikroskop betrachtet werden.

2.10.3 Immunlokalisation in Bliiten

Bliiten und Bliitenknospen von Petersilie wurden fiir 2 h in einer Mischung von
1 g Paraformaldehyd und 0,4 ml 25 %igem Glutaraldehyd in 50 ml 0,1 M Natri-
umphosphatpuffer auf Eis fixiert. Danach wurden sie kurz in 0,1 M Natriumphos-
phatpuffer gewaschen und nacheinander in 30 %igem und 50 %igem Ethanol (in
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Wasser) fiir jeweils 20 min auf Eis und in 70 %igem Ethanol bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert. Es folgten Inkubationen in 85 %igem, 90, 96 und noch einmal 96 %igem
Ethanol fiir jeweils 20 min bei RT. Danach wurde Ethanol gegen tertiéres Butha-
nol ausgetauscht. Es wurden Mischungen von Ethanol und tertidrem Buthanol im
Verhéltnis 3:1, 1:1 und 1:3 (v/v) hergestellt und die Bliiten und Bliitenknospen
darin fiir jeweils 30 min bei RT inkubiert, abschlieBend unter gleichen Bedingun-
gen in 100 %igem tertifiren Buthanol. Danach wurden sie in Paraplast iiberfiihrt.
Es wurde eine geséttigte Losung von Paraplast in tertidrem Buthanol hergestellt
und die Bliiten und -knospen darin fiir 5 h bei 30 °C, fiir 30 min bei 42 °C,
dann iiber Nacht bei 42 °C und fiir 30 min bei 60 °C inkubiert. Dadurch wurde
das Paraplast so fliissig, dafl es mit den Objekten in Petrischalen gegossen wer-
den konnte, die wiederum fiir 2-3 Tage bei 60 °C offen gelagert wurden (um das
Buthanol abdampfen zu lassen), danach erkaltete das Paraplast bei RT und die
Schalen konnten bei 4 °C aufbewahrt werden.

Mit dem Cryothom wurden bei leichter Kithlung (15-18 °C) Schnitte von 10 ym
Dicke hergestellt, auf einen Film destillierten Wassers auf einem Objekttriger
aufgebracht und bei 37 °C iiber Nacht trocknen gelassen.

Zum Deparafinisieren wurden die Objekttrager mit Schnitten von Bliiten und
-knospen fiir 10 min in Xylol, fiir 5 min in einer 1:1-Mischung von Ethanol und
Xylol und fiir jeweils 5 min in Ethanol absteigender Konzentration (95 %, 80 %,
60 % und 30 %) gespiilt. Nach dem Trocknen bei Raumtemperatur konnten sie
bei 4 °C gelagert werden.

Die Objekttréager mit Schnitten von Bliiten und Knospen in sechs verschiede-
nen Stadien wurden fiir 5 min in PBS gespiilt und danach fiir 15 min bei RT
in 1% BSA in PBS geblockt. Das Antiserum gegen Profilin (Tier 2559) und das
zugehorige Praimmunserum wurden 1:100 in 1% BSA in PBS verdiinnt und die
Schnitte darin fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Schnitte zwei-
mal fiir je 5 min in 0,1% Tween 20 in PBS bei RT gewaschen. Als sekundarer
Antikorper wurde Ziege-anti-Kaninchen-IgG, gekoppelt mit alkalischer Phospha-
tase, verwendet. Dieser Antikérper wurde 1:150 in 1% BSA in PBS verdiinnt,
darin wurden die Schnitte fiir 1 h bei 37 °C inkubiert und danach gewaschen wie
oben angegeben, die letzte Spiilung erfolgte in destilliertem Wasser fiir 5 min.
Eine BCIP/NBT-Tablette (Sigma, Miinchen) wurde entsprechend den Herstel-
lerangaben in 10 ml destillierten Wassers aufgelost, darin wurden die Schnitte
fiir 10 min bei RT inkubiert. Das BCIP/NBT-Substrat wurde mit destilliertem
Wasser ausgewaschen (5 min bei RT).

Die Schnitte wurden mit Mowiol 4-88 (Calbiochem, Darmstadt) beschichtet,
bevor die Deckgléschen aufgelegt wurden, im Lichtmikroskop betrachtet und pho-
tographiert.
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2.11 Farbetechniken

2.11.1 Farben der Pilze

Coomassie-Farbung 0,6 % Coomassie (w/v) wurden in Methanol aufgenom-
men. Infizierte Bléatter wurden darin 1-5 min gefdrbt und anschliefend in
Wasser gespiilt. Diese Féarbung lief3 die Pilze deutlich dunkelblau erscheinen.

Diethanol-Farbung 0,02 % (w/v) Diethanol wurden in sterilem aqua dest.
aufgenommen, davon wurden einige Tropfen zum Objekt gegeben, das nach
ca. 2 min Einwirkzeit mit aqua dest. gespiilt wurde. Bei einer Anregungswel-
lenlédnge von 365 nm fluoresziert Diethanol hellblau (Sperrfilter 420-530 nm)

Anilinblau-Farbung Abgetrennte und infizierte Blétter von Arabidopsis thalia-
na wurden in Farbelosung (0,05 % (w/v) Anilinblau (Wasserblau, Fluka)
in 0,067 M Na-Phosphatpuffer) ca. 10 min inkubiert, gegebenenfalls un-
ter leichtem Vakuum (Membranpumpe, Exsiccator), in Na-Phosphatpuffer
gepiilt und unter dem Mikroskop betrachtet. Anilinblau gefirbte Pilz-
strukturen erscheinen blau, unter UV-Anregung bléulich-hell fluoreszierend.
Anilinblau-gefarbte Kallose erscheint gelblich fluoreszierend.

2.11.2 GUS-Farbung

Blatter wurden mit GUS-Losung fiir 20 min unter leichtem Vakuum infiltriert
und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert. Danach konnten sie durch Inkubation in
Entfarbelosung iiber Nacht entfarbt werden. Zur Herstellung der Entfarbelosung
wurden zu einem Volumenanteil Stammlésung der Entfarbelosung zwei Volumen-
teile Ethanol gegeben. Das diente auch dem Entfarben der Blatter, die durch den
Chlorophyllverlust heller wurden und so besser zu mikroskopieren waren.

2.11.3 Farben der Zellkerne

DAPI-Fiarbung Eine Losung von 50 ng/ml DAPI (Sigma, Miinchen, Deisenho-
fen) in MSB wurde zu den infizierten und fixierten Zellen auf den Objekt-
trager gegeben. Nach kurzer Einwirkzeit (ca. 5 min) wurde diese Losung
durch Spiilung mit MSB entfernt. Zellen wurden im Mikroskop betrachtet,
durch UV-Anregung wurden Zellkerne sichtbar.

2.12 Mikroskopie

2.12.1 Mikroskope und Filter

Es wurden Mikroskope der Firmen Zeiss (Axiophot, Axiovert), Leitz (Binoku-
lar, CLSM) und Olympus, Hamburg, CCD-Kameras (Hamamatsu, Japan) und
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folgende Filter verwendet:

DsRed-Filter Excitation filter: D 546/10, Beam splitter: 565 DCLP, Emission
filter: 600/40

GFP-Filter (narrow band) Excitation filter: HQ 480/20, Beam splitter: HQ
495 LP, Emission filter: HQ 510/20

UV Longpath Excitation filter: 375/15, Beam splitter: 405 LP

2.12.2 Bildverarbeitung

Zur digitalen Mikrophotographie wurden spezielle Programme verwendet, das wa-
ren TillVision (Till Photonics, Grifelfing) und Diskus (Technisches Biiro Hilgers,
Konigswinter). Bildverarbeitung erfolgte mit den géngigen Computerprogram-
men (Adobe Photoshop, CorelDraw 8.0).



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Profiline

Das pflanzliche Zytoskelett wird aus Aktinfilamenten und Mikrotubuli gebildet.
Es spielt eine essentielle Rolle bei zelluldren Prozessen wie der Zellteilung, dem
Zellwachstum, der Zellpolarisation, in Reaktionen der Pflanze auf Phytohormo-
ne und, ganz entscheidend, bei Pathogenbefall. Aktinfilamente unterliegen einem
stindigen Umbau, ihre Dynamik wird durch Aktin-bindende Proteine reguliert
[153]. Eines davon ist Profilin, es kann Aktinmonomere wie Aktinfilamente, aufer-
dem das Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) und Poly-L-
Prolin-reiche Abschnitte in Proteinen binden. Profilin ist in allen Zellen zu finden
[158].

Profilin bildet einen Schwerpunkt dieser Arbeit. Es sollten Vorkommen und
Funktion von Profilin in Petroselinum crispum und Arabidopsis thaliana unter-
sucht werden.

3.1.1 Gewinnung und Reinigung von AntikGrpern

Fiir die Amplifikation einer Profilinsequenz aus Petroselinum crispum wurden de-
generierte Primer verwendet. Als Matrix diente eine cDNA-Bibliothek von Sus-
pensionskulturzellen von Petroselinum crispum [94]. Die Sequenz des erhaltenen
DNA-Fragments wurde mittels RACE (rapid amplification of cDNA ends) ver-
vollsténdigt. Der auf diese Weise erhaltene cDNA-Klon wurde freundlicherweise
von Dr. Sabine Gus-Mayer zur Verfiigung gestellt. Er trégt in dieser Arbeit die
Bezeichnung PcPRF1.

Um die Lokalisation eines Proteins in einer Zelle sichtbar zu machen, mufl es
markiert werden. Eine Moglichkeit, ein Protein intrazelluldr zu markieren, ist die
Verwendung eines Antiserums. Zur Gewinnung eines Antiserums gegen Profilin
wurde PcPRF1 als Fusion mit einem Histidin-Peptid (Hexamer) heterolog ex-
primiert. Mit Hilfe eines Antikorpers gegen Profilin aus Ambrosia artemisiifolia
(freundliche Gabe von Prof. Rudolph Valenta, Wien) wurde iiberpriift, daf§ es sich
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bei dem heterolog exprimierten Protein tatséchlich um Profilin handelt. Das in
groflen Mengen gewonnene Protein wurde elektrophoretisch von anderen Protei-
nen getrennt (SDS-PAGE), aus dem Gel ausgeschnitten und zur Immunisierung
von zwei Kaninchen verwendet (BioGenes, Berlin). Das so gewonnene Antiserum
wurde im Western Blot getestet.

Um Profilin auf subzelluldarer Ebene lokalisieren zu kénnen, mufite der An-
tikorper gereinigt werden. Die Affinitédtsreinigung geschah mittels Ni-Agarose-
Saulchen, an die heterolog exprimiertes Profilin gebunden war. Das Ergebnis der
Reinigung wurde im Western Blot iiberpriift. Extrakte von Suspensionskultur-
zellen von Petroselinum crispum wurden mittels SDS-PAGE separiert, auf ei-
ne Membran iibertragen und mit dem affinitdtsgereinigten Antiserum inkubiert.
Abb. 3.1 zeigt das Ergebnis der Gewinnung und Reinigung des Antiserums. Es
ist noch genau eine Bande in der zu erwartenden Groéfle, ndmlich bei ca. 14 kDa,
zu sehen.
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Abb. 3.1: Western Blot von SDS-PAGE-getrennten Proteinextrakt aus Zellen von
Petroselinum crispum aus Suspensionskultur (1), Inkubation mit affinitétsgerei-
nigtem Antiserum gegen Profilin. M — Molekulargewichtsmarker.
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3.1.2 Expressionsanalyse mittels Western Blot

Zunéchst sollte das Vorkommen von Profilin in Petroselinum crispum untersucht
werden. Es wurden Proteinextrakte von Pflanzenteilen, von Wurzeln, Bléttern
(Blattstielen und Blattspreiten) und Bliiten und Extrakte von Zellen von Pe-
troselinum crispum aus Suspensionskultur mittels Western Blot untersucht. Die
Ergebnisse sind in Abb. 3.2 bis 3.4 dargestellt.

Alle untersuchten Gewebe zeigten eine charakteristische Bande bei ca. 14 kDa,
auBerdem entstanden in Extrakten von Blattstielen und Suspensionskulturzellen
Signale im hoheren Molekulargewichtsbereich, weniger gut sichtbar auch in Ex-
trakten aus Blattspreiten. Auch Extrakte Suspensionskulturzellen zeigten das
beschriebene Bandenmuster. Aufgrund dieser Ergebnisse kann man davon aus-
gehen, dafl Profiline in Petroselinum crispum nicht nur vorkommen, sondern in
allen Geweben exprimiert werden.

62 kDa — ﬁ *ﬂl

49 kDa —
38 kDa —

28 kDa —
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3 kDa — e

Abb. 3.2: Western Blot von SDS-PAGE-getrennten Proteinextrakten. Extrakte
wurden aus Petersiliezellen aus Suspensionskultur (1 und 2), aus Bliitensténden
(3) und aus Blattspreiten (4) von Petroselinum crispum gewonnen. M — Moleku-
largewichtsstandard. Polyklonales Antiserum gegen Profilin.
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Abb. 3.3: Western Blot von SDS-PAGE-getrennten Proteinextrakten von Blatt-
stielen (1 und 2) von Petroselinum crispum. M — Molekulargewichtsstandard.
Polyklonales Antiserum gegen Profilin.
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Abb. 3.4: Western Blot von SDS-PAGE-getrennten Proteinextrakten aus Wurzeln
von Petroselinum crispum (1 und 2). Polyklonales Anti-Profilin-Serum.
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3.1.3 Immunlokalisation von Profilin in Bliiten von Petro-
selinum crispum
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Abb. 3.5: Langsschnitte durch fixierte Bliitenknospen von Petersilie. Die Schnitte
wurden mit polyklonalem Antiserum gegen Profilin (obere Abbildungen) oder mit
Préaimmunserum (untere Abbildungen) inkubiert. F — Filament, PS — Pollensack,
MafBstab 100 pum

Welche Gewebe oder Organe aber besonders viel Profilin exprimieren, sollte im
néchsten Experiment untersucht werden. Dazu wurden Bliiten und Bliitenknos-
pen von Petroselinum crispum in sechs verschiedenen Stadien fixiert, geschnitten
und mit Antiserum gegen Profilin inkubiert. Abb. 3.5 zeigt ein typisches Bild
einer Knospe in einem spiten Stadium. Man kann feststellen, daf, verglichen
mit der Kontrollinkubation, jede Zelle der Bliitenknospe ein mehr oder weniger
starkes Signal gibt, also Profilin exprimiert. Als Zellen mit der stédrksten Pro-
filinexpression fallen die sich entwickelnden Pollen auf. Auflerdem zeigen Zellen
am Ubergang zwischen Filament und Pollensack und die &uBerste Zellschicht der
Pollensicke stéarkere Signale.

Hier nicht dargestellte Schnitte von Bliitenknospen in anderen Enwicklungs-
stadien zeigten die Entwicklung der Profilinexpression in den reifenden Pol-
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lenkérnern. Auch in Bliitenknospen in fritheren Entwicklungsstadien reagieren
Strukturen in reifenden Pollenkérnern mit dem Antiserum gegen Profilin. Aller-
dings ist das Signal in jiingeren Pollenkérnern schwécher im Vergleich zu dem
hier gezeigten reiferen Stadium. Auch in spéteren Stadien der Bliitenentwick-
lung 148t sich Profilin in Pollenkérnern nachweisen. Die Antikorperfarbung in
Pollenkérnern ist aber nur so lange zu sehen, bis diese von der Pollenwand um-
schlossen werden.

Das eingesetzte Antiserum kann sehr wahrscheinlich nicht zwischen moglicher-
weise vorhandenen Isoformen von Profilin unterscheiden. Dieses Experiment gibt
also keine Auskunft dariiber, ob in Bliiten von Petroselinum crispum mehrere
Isoformen von Profilin exprimiert werden und welche das sind (siche Abschnitt
3.1.6).

3.1.4 Intrazellulire Lokalisation mittels Profilin-GFP

Neben dem FEinsatz von Antikorpern ist eine weitere Moglichkeit der intrazel-
luldren Lokalisation eines Proteins seine Fusion mit einem fluoreszierenden Pro-
tein, zum Beispiel dem griin fluoreszierenden Protein (green fluorescent protein
— GFP) aus Aequorea victoria [47]. Die zelluldre Lokalisation von Profilin sollte
mittels einer Fusion von PcPRF1 mit GFP untersucht werden. Dazu wurde eine
translatorische Fusion hergestellt, bei der GFP C-terminal von PcPRF1 expri-
miert wurde. Die DNA wurde mittels PEG in Protoplasten von Petroselinum
crispum transformiert. Die transiente Expression konnte schon vier Stunden und
bis zu ca. 30 Stunden nach Transformation im Fluoreszenz-Mikroskop beobachtet
werden.

Abb. 3.6: Protoplasten von Petroselinum crispum, PEG-transformiert mit
Profilin-GFP, A — Fluoreszenz- und B — Durchlichtbild. Mafistab 10 um
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Abb. 3.7: Protoplasten von Petroselinum crispum, PEG-transformiert mit GFP
(Positivkontrolle), A — Fluoreszenz- und B — Durchlichtbild. Mafstab 10 pm

Abb. 3.6 zeigt ein typisches Ergebnis einer Transformation von Protoplasten
mit PcPRF1-GFP. Es sind im Durchlichtbild zwei Protoplasten zu sehen, von
denen einer, wie das Fluoreszenzbild zeigt, das Fusionsprotein exprimiert. Im
Durchlicht- wie im Fluoreszenzbild ist zu sehen, dafl der Protoplast, der das
Fusionsprotein exprimiert, im Gegensatz zum nicht transformierten Protopla-
sten daneben nicht iiber normale Zytoplasmastringe verfiigt. Diese haben sich
anscheinend aufgelost. Im Zytoplasma erscheint eine Vielzahl kleiner bis mittel-
grofler Vesikel, das Zytoplasma scheint in Form von Bléschen vorzuliegen. Dieses
aberrante Erscheinungsbild des Zytoplasmas trat in mit PcPRF1-GFP transfor-
mierten Protoplasten auf, sobald GFP-Expression zu erkennen war. Spater war
Zytoplasma nur noch entlang der Membran des Protoplasten zu sehen, der Kern
zusammen mit dem Grofiteil des Zytoplasmas lag an der Peripherie des Proto-
plasten. Es waren keinerlei Zytoplasmastrange mehr zu sehen. Folglich war auch
keine gerichtete Zytoplasmastromung mehr erkennbar.

Im Gegensatz dazu zeigten Protoplasten, die zu Kontrollzwecken nur mit GFP
und nicht mit dem Fusionsprotein transformiert worden waren (siehe Abb. 3.7)
iiber die gesamte Beobachtungszeit Zytoplasmastréinge und eine normale Vertei-
lung des Zytoplasmas.

Verschiedene Modifikationen des Experiments wurden vorgenommen, um ent-
weder das Expressionsniveau von Profilin bzw. des Fusionsproteins geringer zu
halten oder zumindest die gravierenden Auswirkungen auf die Zytoarchitektur zu
vermeiden oder geringer zu halten. Es wurde weniger DNA zur Transformation
eingesetzt und es wurde ein weniger starker Promotor zur Steuerung der Ex-
pression der Proteinfusion verwendet. Auflerdem wurden Protoplasten moglichst
kurz nach der Transformation im Mikroskop betrachtet, um dem Fusionsprotein
moglichst wenig Zeit zu geben, in der Zelle zu akkumulieren. Allerdings ergab
auch die Anwendung dieser drei Modifikationen kein wesentlich anderes Bild. So-
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bald die Expression des Fusionsproteins anhand griiner Fluoreszenz erkennbar
wurde, war das gesamte Zytoplasma davon erfiillt. Damit einher ging auch im-
mer eine verdanderte Morphologie des Zytoplasmas. Es lait sich also vermuten,
daB die Uberexpression von Profilin zum Verlust von Zytoplasmastringen und
zum Zusammenbruch der Zytoplasmastromung fiihrte.

Eine andere Ursache fiir diese beiden Phdnomene kénnte eine unrichtige Fal-
tung des PcPRF1-GFP-Fusionsproteines sein. Um diese Moglichkeit zu untersu-
chen, wurde GFP N-terminal mit PcPRF1 fusioniert. Diese zeigte in Protoplasten
eine insgesamt viel geringere Expression, fithrte aber zu keiner wesentlich anderen
intrazelluldren Morphologie. Ein ebenfalls &hnliches Bild ergab die Expression ei-
nes Fusionsproteins, das zwischen PcPRF1 und GFP eine “Linker-Sequenz” von
sechs Glycinresten trug.

Es muf davon ausgegangen werden, daf§ die aberrante zytosolische Morpholo-
gie eine spezifische Folge der Uberexpression von Profilin bzw. dem Fusionsprotein
darstellt. Fiir andere Pflanzen ist gezeigt worden, dafl Mikroinjektion von Profi-
lin Zytoplasmastréinge zerstort und die Zytoplasmastromung zum Erliegen bringt,
was wahrscheinlich an seiner Wechselwirkung mit Aktin liegt [178, 187, 191].

3.1.5 Untersuchung der Profilin-Genfamilie in Petroseli-
num crispum — Southern Blot

Die DNA von PcPRF1 wurde als Sonde benutzt, um die Grofie der Profilin-
Genfamilie in Petroselinum crispum mittels Southern Blot zu untersuchen. Es
wurde DNA aus Petersiliepflanzen bzw. aus Suspensionskulturzellen von Petro-
selinum crispum extrahiert und mit jeweils fiinf verschiedenen Restriktionsendo-
nukleasen (BamHI, EcoRI, EcoRV, Hincll und HindIII) behandelt, im Agarose-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Hybond-Membran iibertragen.
DNA mit der Sequenz von PcPRF1 wurde radioaktiv markiert. Damit wurde die
Membran hybridisiert und danach gewaschen. Hier dargestellt (Abb. 3.8) ist das
Ergebnis des Waschens unter moderaten Bedingungen (2xSSC, 0,1 % SDS und
0,5xSSC, 0,1 % SDS, 58 °C).

Je nach eingesetztem Enzym zeigt der Southern Blot drei bis fiinf Hauptban-
den, aufler diesen sind auch mehrere schwache Banden zu sehen. Profiline sind
innerhalb einer Pflanzenart meist sehr &hnlich (dargestellt in Abb. 4.1), so da8
zu vermuten ist, daf die starken Banden tatséchlich von Profilingenen herriihren.
Die trotz des milden Waschens schwachen Banden riihren sicher nicht von Profi-
lingenen her. Dieses Ergebnis zeigt, dafl die Profilingene in Petroselinum crispum
eine kleine, wenige Mitglieder umfassende Genfamilie bilden.
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Abb. 3.8: Southern Blot. DNA aus Petroselinum crispum aus Suspensionskultur,
Behandlung mit den Restriktionsendonukleasen BamHI (1), EcoRI (2), EcoRV
(3), HinclI (4) oder HindIII (5), GroBe der Fragmente wie angegeben, Bedingun-
gen im Text.

3.1.6 Klonierung weiterer Profiline aus Petroselinum cris-
pum — “Colony Screening”

Als néchstes wurden weitere Profiline aus Petroselinum crispum kloniert. Dazu
wurde eine cDNA-Bibliothek, die aus Zellen von Petroselinum crispum aus Sus-
pensionskultur hergestellt worden war [94], durchsucht. Dabei diente PcPRF1
wiederum als Sonde.

Dabei wurden vier neue Profiline gefunden und kloniert. Sie wurden PcPRF2
bis PcPRF5 genannt. Aus den cDNA-Sequenzen wurden die Aminoséure-

Sequenzen abgeleitet. In Abb. 3.9 sind die abgeleiteten Aminosiauresequenzen von
PcPRF1 und den neu klonierten Profilinen PcPRF2 bis PcPRF5 dargestellt, die
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vollstéandigen ¢cDNA-Sequenzen mit den abgeleiteten Aminoséduresequenzen sind
im Anhang aufgefithrt (Abb. A.1-A.5). Thre DNA- wie ihre abgeleiteten Ami-
nosauresequenzen sind einander sehr dhnlich. Die vorhandenen untranslatierten
3’-Bereiche sind kurz. Drei der vier neu gefunden Profiline (PcPRF2 bis PcPRF4)
bestehen, ebenso wie PcPRF1, aus 134 Aminoséduren, wihrend PcPRFE5 nur aus
132 Aminoséduren besteht. Bemerkt werden muf3, daf§ sich PcPRF1 und PcPRF3
in nur zwei Aminoséduren voneinander unterscheiden, PcPRF2 und PcPRF4 so-
gar in nur einer Aminosaure, wahrend der Unterschied zwischen PcPRF2 und
PcPRF4 zu PcPRF1 in elf bzw. zwo6lf Amonisduren besteht. Relativ stark von
PcPRF1-4 unterscheidet sich PcPRF5. Es besteht aus nur 132 Aminoséduren, da-
von sind 20 anders als bei PcPRF1, verglichen mit PcPRF4 sind es 21 Aminoséur-
en. Die pl-Werte der fiinf Profiline aus Petroselinum crispum wurden elektronisch
berechnet und liegen zwischen 4,3 und 4,8.

Die kurzen vorhandenen 5-UTRs von PcPRF2 und PcPRF4 sind einander
sehr &hnlich, ebenso wie die 3’-UTRs, die sich aber in ihrer Lénge unterscheiden.
Gleiches gilt fiir PcPRF1 und PcPRF3.

1 50
PcPRF2 MSWQAYVDDH LMCEIENNPG QTLTAAAIIG HDGSVWAQSS TFPQVKPEEI
PcPRF4 MSWQAYVDDH LMCEIENNPG QTLTAAAIIG HDGSVWAQSS TFPQVKPEEI
PcPRF1 MSWQAYVDDH LLCEVEGNPG QHLSAAAIIG HDGSVWAQSS SFPKFKPEEI
PcPRF3 MSWQAYVDDH LLCEVEGNPG QHLSAAAIIG HDGSVWAQSS SFPNFKPEEI
PcPRF5 MSWQSYVDDH LMCLTE..EG NQLSAAAIIG HDGSVWAQSD TFPQFKPEEI

51 100
PcPRF2 SGIMKDFDEP GYLAPTGLYL GGAKYMVIQG EPNAVIRGKK GSGGVTIKKT
PcPRF4 AGIMKDFDEP GYLAPTGLYL GGAKYMVIQG EPNAVIRGKK GSGGVTIKKT
PcPRF1 AGIMKDFDEP GHLAPTGLYL GGTKYMVIQG EPNAVIRGKK GSGGVTIKKT
PcPRF3 AGIMKDFDEP GHLAPTGLYL GGTKYMVIQG EPNAVIRGKK GSGGVTIKKT
PcPRF5 TAIMKDFDEP GSLAPTGLYL GGTKYMVIQG EPNAVIRGKK GSGGVTIKKS

101 134
PcPRF2 GLALVFGVYD EPVTPGQCNM IVERLGDYLI EQGM
PcPRF4 GLALVFGVYD EPVTPGQCNM IVERLGDYLI EQGM
PcPRF1 GLALVFGVYD EPVTPGQCNL IVERLGDYLI EQGL
PcPRF3 GLALVFGVYD EPVTPGQCNL IVERLGDYLI EQGM
PcPRF5 NQALLIGIYE EPMPPGQCNV VVERLGDYLI DQGL

Abb. 3.9: Aminosduresequenzen der aus Petroselinum crispum klonierten Profi-
line PcPRF'1 bis PcPRF5
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3.1.7 Profilin-dsRNAi in Protoplasten von Petroselinum
Crispum

Um die Expression eines Genes transient oder dauerhaft auszuschalten, bie-
ten sich mehrere Moglichkeiten. Eine Methode des posttranskriptionalen Gen-
”Silencings” (PTGS) ist die des double-stranded RNA interference (dsRNAi)
[188]. Hierbei interagiert doppelstringige RNA spezifisch mit dem endogenen
Transkript des auszuschaltenden Genes und bewirkt so den Abbau des Tran-
skriptes [41, 165].

In dieser Arbeit wurde ein DNA-Konstrukt hergestellt, das die ¢cDNA fiir
PcPRF1 zweimal, ndmlich in entgegengesetzter Orietierung, enthielt, so daf die
transkribierte mRNA durch die Sequenzéhnlichkeit bzw. -identitédt ihrer Teile
eine doppelstrangige Struktur ausbilden und mit dem Transkript von PcPRF1
interagieren sollte.

Spater wurde das DNA-Konstrukt so modifiziert, dal zwischen den beiden ent-
gegengesetzt orientierten Sequenzen fiir PcPRF1 noch ein Intron des WRKY44-
Genes aus Arabidopsis thaliana (AtWRKY44) kloniert wurde. Diese Modifikation
sollte die Effizienz des “Silencings” erhohen [170]. Fiir diese Modifikation wur-
den die Plasmide pJawohl3 und pJawohl8 verwendet, die freundlicherweise von
Dr. Bekir Ulker zur Verfiigung gestellt wurden.

PRF-GFP und | PRF-GFP und
PRF-GFP PRF-dsRNAi | PRF-dsRNAi mit
ohne dsRNA1i | ohne Intron AtWRKY44-Intron

Betrachtete

Protoplasten 620 531 404
davon mit GFP-

Expression 41 28 15
Anteil 6.6 % 5.3 % 3.6 %

Tabelle 3.1: Petersilie-Protoplasten wurden mit einem Reporter-Gen (PRF1-
GFP) und PRF-dsRNAi-Konstrukten transient transformiert. Sechs Stunden
nach Transformation wurde der Anteil GFP-exprimierender Protoplasten aus-
gezahlt.

Zunéchst wurden Protoplasten von Petroselinum crispum mit zwei Plasmiden
kotransformiert. Das sollte dazu dienen, die Methode des dsRNAi im Petroseli-
num crispum auszuprobieren und die Effizienz des Silencings abzuschéitzen. Eines
der kotransformierten Plasmide trug ein Reportergen, ndmlich eine translationale
Fusion von PcPRF1 mit GFP (siehe 3.1.4). Das andere war DNA, die zum Aus-
schalten der Profilinexpression fiihren sollte (PcPRF1-dsRNAi). Verwendet wur-
den das urspriingliche PRF-dsRNAi-Konstrukt wie das modifizierte, das Intron
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von AtWRKY44 enthaltende PRF-dsRNAi-Konstrukt. Alle Konstrukte wurden
mittels PEG-Transformation in Protoplasten von Petroselinum crispum gebracht.
Zur Kontrolle wurden Protoplasten nur mit PRF-GFP transformiert. Sechs Stun-
den nach der Transformation wurden die Protoplasten im Fluoreszenzmikroskop
betrachtet. Dabei wurden die griin fluoreszierenden Protoplasten gezihlt. Tabelle
3.1 gibt das Ergebnis eines solchen Experiments wieder.

Beim Vergleich der Zahlenwerte zeigte sich, dal von den Protoplasten, die nur
mit dem Reportergen transformiert wurden, ca. 7 % fluoreszieren. Die Haufig-
keit fluoreszierender Protoplasten verringerte sich, wenn gleichzeitig mit dem Re-
portergen ein PRF-dsRNAi-Konstrukt transformiert wurde. Das einfache PRF-
dsRNAi-Konstrukt verringerte den Anteil fluoreszierender Protoplasten auf ca.
5 %. Deutlich verringert wurde die Haufigkeit fluoreszierender Protoplasten, wenn
statt des einfachen PRF-dsRNAi-Konstrukts das weiterentwickelte Konstrukt
verwendet wurde, das zwischen den Profilin-Genen das AtWRKY44-Intron trug.
Es exprimierten nur noch ca. 4 % der betrachteten Protoplasten GFP.

Dieses Experiment gab also einen Hinweis darauf, dal die Reduktion der Ex-
pression der Profilingene mittels dsRNAi funktionieren konnte. Es zeigte sich, das
das PRF-dsRNAi-Konstrukt, daf§ das Intron eines fremden Genes, namlich von
AtWRKY44, trug, die Expression von PRF-GFP wesentlich stiarker reduzierte als
das PRF-dsRNAi-Konstrukt ohne Intron. Im weiteren wurden fast ausschlieflich
PRF-dsRNAi-Konstrukte verwendet, die das Intron von AtWRKY44 enthielten.

3.1.8 Klonierung der Profiline aus Arabidopsis thaliana

Zwei Artikel beschéftigen sich mit den Profilingenen und ihrer Expression in Ara-
bidopsis thaliana [24, 73]. Beide sprechen von vier Profilingenen, die unterschied-
lich exprimiert werden. Huang et al. berichten von drei somatisch und einem in
Bliiten exprimierten Profilin [73]. Christensen et al. beschreiben zwei somatisch
und zwei in Bliiten exprimierte Profiline [24]. Mit Hilfe der vorhandenen Sequenz-
information aus Arabidopsis thaliana konnte die Information aus beiden Artikeln
verglichen und sortiert werden. Eine Zusammenstellung zeigt Tabelle 3.2.

Alle fiinf Profiline aus Arabidopsis thaliana sollten kloniert werden. Dafiir wur-
den Primer entwickelt, die fiir jedes der fiinf Profiline spezifisch waren. Das ging
nur, indem sie so gewahlt wurden, daf§ sie zu den nichttranslatierten Bereichen der
Profiline homolog waren. RNA aus Bléttern von Arabidopsis thaliana wurde in
cDNA umgeschrieben. Diese wurde als Template fiir PCR zur Amplifikation der
Profiline PRF1-5 verwendet. Auf diese Weise konnte aber nur DNA von PRF1-3
gewonnen werden. Das sind die Profiline, die, nach Angaben aus der Literatur,
in den Zellen aller Gewebetypen in Arabidopsis thaliana exprimiert werden (siehe
Tabelle 3.2 und [24, 73]). Zur Amplifikation von PRF4 und PRF5 wurde cDNA
aus Bliiten von Arabidopsis thaliana freundlicherweise von Dr. Marc Jakoby zur
Verfiigung gestellt. Durch Verwendung von cDNA aus Bliiten als Template fiir
eine PCR konnten auch PRF4 und PRF5 kloniert werden.
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c¢DNAs von PRF4 und PRF5 wurden hiermit zum ersten Mal aus Arabidopsis
thaliana kloniert, die genomischen Sequenzen und die abgeleiteten Proteinsequen-
zen waren aber schon bekannt [73, 24].

3.1.9 Aktinfilamente in mit Profilin-dsRNAi transient
transformierten Epidermiszellen

Abb. 3.10: Epidermiszelle eines mit Talin-GFP und PRF-dsRNAi transformierten
Arabidopsis-Blattes 24 h nach Transformation. Maflstab 20 pm.

Abschnitt 3.1.7 beschreibt Wirkungsweise von dsRNAi und Wirkung von PRF-
dsRNAIi in Protoplasten von Petroselinum crispum. Bei den dort beschriebenen
Versuchen wurde die Expression eines kotransformierten Reportergens reduziert.
Als néchstes wurde PRF-dsRNA1 in Bléttern von Arabidopsis thaliana eingesetzt,
um die Auswirkung reduzierten zelluldren Profilingehalts auf die Anatomie des
Zytoskeletts untersuchen zu kénnen.

Abgetrennte Bldtter von Arabidopsis thaliana wurden mittels biolistischer
Transformation transient mit PRF-dsRNAi-Konstrukten transformiert. Als Re-
portergen wurde diesmal ein Talin-GFP-Konstrukt verwendet. Dieses Reporter-
gen enthielt eine Fusion der Aktin-bindenden Doméne des Aktin-bindenden Pro-
teins Talin aus Maus [96]. Es wurde freundlicherweise von Dr. Volker Lipka zur
Verfiigung gestellt.

Es wurden drei verschiedene dsRNAi-Konstrukte mit Profilinsequenzen aus
Arabidopsis thaliana hergestellt. Zur Transformation wurden PRF1-dsRNAi,
PRF1PRF2PRF3-dsRNAI, das die drei genannten Profiline hintereinander und
zusétzlich noch einmal in entgegengesetzter Orientierung enthielt, und PRF5-
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dsRNAI-
oder PRF1 | PRF5 | PRF123 | WRKY44 | leeres kein

Kontroll- Plasmid | Plasmid
Konstrukt
Zellen mit
Filamenten >200 140 169 103 30 22
Zellen nur mit
diffuser 1 43 48 70 155 195
Fluoreszenz

Tabelle 3.3: Blatter von Arabidopsis thaliana wurden biolistisch transformiert mit
Talin-GFP und den angegebenen Konstrukten. Drei Tage nach der Transforma-
tion wurden Zellen mit deutlich sichtbaren Filamenten auf jeweils einem Blatt
gezahlt.

dsRNAI eingesetzt. Alle enthielten das Intron von AtWRKY44. Auflerdem wur-
den drei verschiedene Kontrolltransformationen durchgefiihrt, im ersten Fall wur-
de nur das Reportergen und keine weitere DNA, im zweiten Fall wurde das
Plasmid pJawohl8-PRF-dsRNAi und im dritten Fall ein AtWRKY44-dsRNAi-
Konstrukt (freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Bekir Ulker), eben-
falls mit AtWRKY44-Intron, zusammen mit dem Reportergen kontransformiert.
Dabei wirkte das Talin-GFP-Konstrukt in doppelter Weise als Reportergen: zum
einen markierte es die Zellen, die transient transformiert worden waren, und zum
anderen markierte es die Aktinfilamente, deren Verhalten dadurch im Laufe des
Experiments beobachtet werden konnte.

Abgetrennte und transformierte Blatter konnten im Fluoreszenzmikroskop ab
vier Stunden nach der Transformation betrachtet werden. Dabei wurden in den
transformierten Zellen Aktinfilamente durch Talin-GFP griin markiert. Sie waren
gut sichtbar und mehr oder weniger hell markiert. Ein typisches Ergebnis (24 h
nach der Transformation) zeigt Abb. 3.10. In der Epidermiszelle sind die griin
fluoreszierenden Filamente gut zu sehen. In der Fokusebene liegt das membran-
nahe Filamentgeflecht entlang der periklinen Zellwand. Ungeféhr in der Mitte der
Zelle ist der Nukleus zu sehen, der von einem sehr feinen Aktingeflecht umgeben
war und dadurch sichtbar wurde. Die diffus erscheinende Fluoreszenz im oberen
hier abgebildeten Teil der Zelle riithrt daher, dal dieser Teil der Zelle nicht in der
Fokusebene lag und darum nicht so deutlich sichtbar ist.

Zunéachst waren keine Unterschiede zwischen mit PRF-dsRNAi transformier-
ten Zellen und mit Kontrollkonstrukten transformierten Zellen erkennbar. Un-
gefahr drei Tage lang waren in transformierten Zellen in allen Bléattern Aktinfila-
mente griin markiert und gut zu sehen. Unterschiede begannen sich drei bis vier
Tage nach der Transformation abzuzeichnen, die Ergebnisse eines Experimentes



3.1. PROFILINE 75

sind in Tabelle 3.3 zusammengefafit.

Abb. 3.11: Blitter von Arabidopsis thaliana 7 Tage nach Transformation. A-C
Profilin-dsRNAi, D-F Kontrollen. DNA fiir Talin-GFP wurde kotransformiert
mit A — PRF123-dsRNAi, B — PRF5-dsRNAi, C — PRF1-dsRNAi, D — keiner
weiteren DNA, E — einem leeren dsRNAi-Plasmid oder C — WRKY44-dsRNA..
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Die Filamente in Zellen, die mit Kontroll-Konstrukten transfomiert worden
waren, waren nach und nach schlechter sichtbar, die Anzahl der Zellen, deren
Filamente zu sehen waren, verringerte sich vom dritten Tag nach der Transfor-
mation an. Stattdessen erhohte sich die Anzahl von Zellen, die eine diffuse Fluo-
reszenz zeigten. Die beobachteten Vorgédnge haben wahrscheinlich ihre Ursache
im langsamen Absterben der Zellen der abgetrennten Bléatter.

In den mit PRF-dsRNAI transfomierten Zellen blieben im Gegensatz dazu Fi-
lamente auch iiber Tag vier nach der Transformation erhalten, die Intensitét ihrer
Fluoreszenz nahm teilweise noch zu. Fluoreszenzmarkierte Filamente waren bis
zum siebten Tag nach der Transformation noch gut zu sehen, als die abgetrennten
Blatter deutliche Zeichen des Welkens erkennen lieflen.

Es scheint, dafl die Verhinderung der Profilinexpression zunéchst keine Auswir-
kungen auf die Zellarchitektur hatte. Erst spéater, vermutlich wenn das endogene
Profilin abgebaut worden war, machte es sich fiir die Zelle bemerkbar, daf} kein
neues Profilin synthetisiert werden konnte, da PRF-dsRNAi die Synthese von
neuem Profilin verhinderte. Die bestehenden Filamente konnten nicht ab- oder
umgebaut werden. Das wurde auffillig beim gleichzeitig einsetzenden Absterben
der Zellen. In den Kontrollzellen wurden die Filamente (oder zumindest die GFP-
Fluoreszenz) abgebaut, in Zellen, die kein Profilin synthetisieren konnten, blieben
die Filamente erhalten.

Vergleicht man die hier beschriebenen Ergebnisse des Ausschaltens der Profi-
linexpression mit denen der Uberexpression von Profilin bei der Transformation
von Protoplasten mit Profilin-GFP, so liegt die Vermutung nahe, daf§ Profilin den
Abbau von Zytoplasmastringen bzw. Aktinfilamenten fordert. War zu viel Pro-
filin in einer Zelle vorhanden, brachen die Zytoplasmastringe zusammen. Wurde
die Sythese von Profilin aber verhindert, konnten die Filamente nicht abgebaut
werden.

3.1.10 Suche nach Mutanten

Um die Funktion der Profiline in der Pflanze und besonders bei der Abwehr von
Infektionen besser verstehen zu konnen, wurde nach Mutanten gesucht, die bei
der Expression eines der Profiline einen Defekt zeigen. Dabei sollte der fehlenden
Genfunktion (“knock out”) ein Funktionsverlust zugeordnet werden.

Zunachst wurde die ZIGIA-Population am Max-Planck-Institut nach einer
Pflanzenlinie durchsucht, die in einem der Profilingene eine Insertion trug und
somit an der Expression dieses Gens gehindert war. Es wurde eine Linie gefun-
den, die bei Hybridisierung mit der Profilin-Sonde ein Signal gab. Es handelte
sich um die Linie 7G20. Bei genauerer Untersuchung stellte sich aber heraus, dafl
keines der Profilin-Gene eine Insertion trug und das Signal durch unspezifische
Hybridisierung entstanden war.

Als néchstes wurden die Linien der Gabi-KAT-Population, ebenfalls am Max-
Planck-Institut, durchsucht. Auch dort ergab sich ein Treffer. In der Linie 55A02
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war die T-DNA im Gen von PRF3 zwischen Promoter und Transkriptionsstart
inseriert. RT-PCR-Experimente ergaben jedoch, daff auch PRF3 trotz dieser In-
sertion exprimiert wurde.

In weiteren Populationen wurde nicht gesucht, da eine solche Suche nicht aus-
reichend erfolgversprechend schien. Sinnvoller erschien das temporére oder lokale
Ausschalten der Expression eines oder mehrerer Profilin-Gene mittels dsRNA1.

Das posttranskriptionale “gene silencing” mittels dsRNAi wurde in den Ab-
schnitten 3.1.7 und 3.1.9 vorgestellt und erste Ergebnisse wurden beschrieben.
Auf die Herstellung transgener Pflanzen wird in Abschnitt 3.2.3 nochmal einge-
gangen.

3.2 Zytologie der Infektion

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit — neben Profilin — lag auf der Untersu-
chung zytologischer Vorgénge, die bei der Infektion einer Pflanzenzelle mit einem
Nichtwirtspathogen ablaufen. Es wurden deskriptive und funktionelle Experimen-
te durchgefiihrt. Zunéchst sollte die intrazelluldre Lokalisation von Profilin bei
der Abwehr einer Infektion untersucht werden. Dazu wurde das Modellsystem
verwendet, bei dem Zellen von Petroselinum crispum aus Suspensionskultur von
Keimlingen von Phytophthora infestans infiziert wurden.

3.2.1 Immunlokalisation von Profilin in infizierten Zellen
von Petroselinum crispum

Um die subzelluldre Lokalisation von Profilin wiahrend der Infektion zu untersu-
chen, wurden Petersiliezellen aus Suspensionskultur von Keimlingen von Phyto-
phthora infestans infiziert und anschlieffend fixiert. Danach wurden sie mit Im-
munserum gegen Profilin (sieche Abschnitt 3.1.1) inkubiert. Abb. 3.12 zeigt das
Ergebnis einer immunzytologischen Farbung von Profilin in einem Mikrokallus.
Eine Zelle des Mikrokallus ist infiziert, die Infektionsstelle ist durch einen Pfeil
markiert. An der Stelle, an der die Hyphe in die Zelle eindringt, ist im Fluores-
zenzbild eine ringférmige Struktur zu sehen. In den Zellen, deren Zellkerne in
der Fokusebene liegen, ist auch eine Farbung im Nukleus zu erkennen. Dariiber
hinaus sind viele weitere Strukturen in den Zellen, vor allem an der Peripherie
entlang der Plasmamembran, markiert.

Zur Kontrolle wurde ein infizierter Mikrokallus mit Praimmunserum inkubiert
(Abb. 3.12, C und D). Auch das Praimmunserum reagiert mit mehreren Struktu-
ren in den Zellen, die nicht genau bezeichnet werden kénnen. Diese unspezifische
Féarbung durch das Praimmunserum ist eine mogliche Erkldrung fiir die starke
Reaktion mehrerer zelluldrer Strukturen mit dem Antiserum gegen Profilin.
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Abb. 3.12: Infizierte und fixierte Mikrokalli von Petroselinum crispum aus Sus-
pensionskultur, Inkubation mit polyklonalem Antiserum gegen Profilin (A und B)
oder mit Praimmunserum (C und D). A und C - Fluoreszenzaufnahmen, B und
D — zugehorige Durchlichtaufnahmen. Sp — Spore, Zk — Zellkern, Infektionsstelle
durch Pfeil markiert. Mafistab 10 pm.

A

Abb. 3.13: Infizierte und fixierte Zelle von Petroselinum crispum aus Suspensi-
onskultur, Inkubation mit affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen Profilin. A —
Fluoreszenzaufnahme, B — Durchlichtaufnahme. Ks — Keimschlauch, Sp — Spore,
Zk — Zellkern, Infektionsstelle durch Pfeil markiert. Mafistab 10 pm.
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Abb. 3.12 zeigt ein Profilin-Signal an der Infektionsstelle, was vermuten 1a83t,
daB Profilin tatsédchlich an der Infektionsstelle lokalisiert ist. Dieses Experiment
zeigt aber gleichzeitig die Sensitivitdt der immunzytochemischen Farbung ge-
geniiber unspezifischer Antikorperreaktion. Aus diesem Grunde wurde fiir wei-
tere Experimente affinitdtsgereinigtes Antiserum gegen Profilin eingesetzt (siehe
Abschnitt 3.1.1).

Abb. 3.13 zeigt eine Zelle, die durch Phytophthora infestans infiziert wird. Sie
wurde mit affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen Profilin inkubiert. Das Fluores-
zenzbild zeigt eine starke Farbung des Zellkerns. Ebenfalls deutlich markiert ist
die Stelle, an der die Hyphe in die Zelle einzudringen versucht. Auflerdem ist ein
Antikorpersignal entlang der Plasmamembran zu sehen.

A

Abb. 3.14: Infizierte und fixierte Zelle von Petroselinum crispum aus Suspensi-
onskultur, Inkubation mit affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen Profilin. A-C
— Fluoreszenzaufnahmen in verschiedenen Fokusebenen, D — Durchlichtaufnah-
me. Ks — Keimschlauch, Sp — Spore, Zk — Zellkern, Infektionsstelle durch Pfeil
markiert. Maflstab 15 pm.

Auch Abb. 3.14 zeigt eine infizierte Petroselinum-crispum-Zelle, die mit affi-
nitdtssgereinigtem Antiserum gegen Profilin inkubiert worden war. Die Fluores-
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zenzaufnahmen in drei Fokusebenen zeigen Antikorpersignale entlang der Peri-
pherie der Zelle und im Zellkern und, besonders eindriicklich, an der Infektions-
stelle. Wie im Durchlichtbild zu sehen ist, zeigt die Infektionshyphe von Phy-
tophthora infestans schon ein gewisses intrazelluldres Wachstum, entlang dieser
Hyphe ist die Akkumulation von Profilin zu sehen.

Bei den in Abb. 3.13 und 3.14 verwendeten Antikérpern handelt es sich um
affinitétsgereinigtes Antiserum. Zur Kontrolle der Spezifitit der Ergebnisse wur-
den mehrere Experimente durchgefiihrt. Infizierte und fixierte Zellen wurden ohne
priméren Antikorper und nur mit sekundarem Antikérper inkubiert. Ein Ergebnis
eines solchen Experimentes zeigt Abb. 3.15. Im Durchlichtbild ist ein Mikrokal-
lus zu sehen, in dem eine Zelle durch eine Hyphe infiziert ist. Im Fluoreszenzbild
ist keinerlei Signal zu sehen, woraus man schlieen kann, daf§ die in Abb. 3.13
und 3.14 gezeigte Fluoreszenz tatsdchlich von einer spezifischen Reaktion von
Antikérpern mit Profilin herriihrt.

A

Abb. 3.15: Infizierter und fixierter Mikrokallus von Petroselinum crispum aus Sus-
pensionskultur, Inkubation nur mit sekundérem, CY 3-gekoppelten Antikérper. A
— Fluoreszenzaufnahme, B — Durchlichtaufnahme. Mafistab 10 pum.

Profilin ist also an der Infektionsstelle lokalisiert. Ein deutliches Signal auch
im Zellkern ist in allen Fillen zu sehen. Ahnliche Ergebnisse sind schon von
mehreren Autoren beschrieben worden [18, 72]. Ebenfalls in allen Fillen zu sehen
ist eine leichte Farbung der Plasmamembran. Es gibt mehrere Hinweise auf die
Membranlokalisation von Profilin [36, 158].

Um die Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle zu iiberpriifen bzw. Ar-
tefakte auszuschlieffen, wurden noch weitere Kontrollen durchgefiihrt. Infizierte
Zellen wurden mit affinitdtsgereinigtem Serum gegen WRKY1 aus Petroselinum
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crispum inkubiert. Dabei ergab sich eine diffuse Farbung, insbesondere der Kern-
region. Das Antiserum ergab aber kein Signal an der Peripherie der Zelle, an der
Membran und insbesondere nicht an der Infektionsstelle. Dieses Ergebnis ist hier
nicht dargestellt.

Ein weiteres Experiment ergab einen noch deutlicheren Hinweis auf die Spe-
zifitdt des in Abb. 3.12 bis 3.14 dargestellten Ergebnisses. Die Spezifitdt des
Antiserums wurde zunéchst im Westernblot durch Kompetition untersucht. Da-
bei wurden bei der Inkubation der Membran mit affinitétsgereinigtem Antiserum
gegen Profilin 1 bis 10 ug heterolog exprimierten Profilins zugegeben. Das fiihrte
zum Verschwinden der Kreuzreaktion des Antiserums mit der Bande aus dem
Petersilienextrakt (Ergebnis hier nicht dargestellt).

Dann wurde die Sperzifitit des Antikorpers bei der immunzytologischen
Farbung auf gleiche Weise getestet. Infizierte Zellen wurden fixiert und mit affi-
nitédtsgereinigtem Antiserum gegen Profilin inkubiert. Dabei wurden 1 bis 10 ug
heterolog exprimierten Profilins zugegeben. Diese Zugabe lieff die Farbung an
der Infektionsstelle und der Plasmamembran ebenso verschwinden wie die des
Zellkerns. Somit ist gezeigt, daf es sich bei dem Ergebnis der Immunlokalistaion
von Profilin um eine Profilin-spezifische Reaktion handelt und Artefakte nahezu
ausgeschlossen sind.

Die Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle in infizierten Zellen von
Petroselinum crispum aus Suspensionskultur legt die Vermutung nahe, daf§ Pro-
filin eine wichtige Rolle bei der erfolgreichen Abwehr von Infektionen spielt. Die-
se Rolle sollte weiter aufgeklart werden. Funktionelle Untersuchungen sollten in
einem anderen Modellsystem, nédmlich in Arabidopsis thaliana, durchgefithrt wer-
den, weil dort umfangreichere genetische Information zur Verfiigung steht und
die Transformation von Pflanzen leicht mdoglich ist.

3.2.2 Expression der Profiline in Arabidopsis thaliana nach
Infektion mit Blumeria graminis f. sp. hordei

Profilin war in infizierten Zellen von Petroselinum crispum an der Infektionstel-
le gefunden worden. Die Frage, ob dieser Lokalisation tatséchlich eine Funktion
entspricht, konnte noch nicht beantwortet werden. Dieser Frage sollte im folgen-
den weiter nachgegangen werden. Als erstes sollte untersucht werden, ob Profiline
bei der Infektion einer Pflanze mit einem Nichtwirtpathogen stirker exprimiert
werden. Da in Arabidopsis thaliana die Profilingene fiir eine Untersuchung im Nor-
thern Blot zu &hnlich sind, wurde hier die Methode der RT-PCR gewéhlt, um
differentielle Expression zu untersuchen. Fiir die PCR wurden Primer gewéhlt,
die fiir jedes der fiinf untersuchten Profiline aus Arabidopsis thaliana spezifisch
waren, die ndmlich zu Abschnitten der 3’- und 5’-nichttranslatierten Bereiche
homolog waren.
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Abb. 3.16: RT-PCR. Blatter von Arabidopsis thaliana wurden mit K1 infizierten,
zu den angegebenen Zeitpunkten wurde mRNA extrahiert und in ¢cDNA umge-
schrieben. Fiir die anschlieende PCR wurden Primer gegen PRF2 (oben), PRF5
(Mitte) und AtACT2 (unten) verwendet. 4+ — infizierte Blétter, - — nicht infizierte
Blatter (Kontrollen).

Arabidopsis-Pflanzen wurden mit Konidiosporen von Blumeria graminis f. sp.
hordei infiziert und Blatter von infizierten und nicht infizierten Pflanzen zu ver-
schiedenen Zeitpunkten abgetrennt und in fliisssigem Stickstoff schockgefroren.
Daraus wurde RNA isoliert, die in cDNA umgeschrieben wurde. Diese diente als
Matrix fiir die PCR. Die Zahl der Amplifikationszyklen wurde zwischen 20 und 30
variiert. Mehrfache Wiederholungen des Experiments lieferten gleiche Ergebnisse.
Eine differentielle Expression der Profiline in Arabidopsis thaliana nach Infektion
mit Blumeria graminis f. sp. hordei konnte nicht gefunden werden. Abb. 3.16 zeigt
ein typisches Ergebnis der RT-PCR fiir die Profiline PRF2 und PRF5, die stell-
vertretend ausgewédhlt wurden. Ebenso wie PRF2 verindern PRF1 und PRF3
ihr Expressionsniveau nicht durch Infektion, PRF4 ist genauso wenig wie PRF5
in Blédttern von Arabidopsis thaliana exprimiert, daran dndert auch die Infektion
nichts. Zur Kontrolle wurde AtACT2 amplifiziert [3], das ein relativ konstantes
Expressionsniveau zeigt.

Die hier dargestellten Daten stehen nicht notwendig im Widerspruch zu den
Ergebnissen der Immunlokalisation von Profilin in Petroselinum crispum. Wahr-
scheinlicher ist, daf}, sollte Profilin auch in Arabidopsis thaliana an der Infekti-
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onsstelle zu finden sein, das ohnehin vorhandene zelluliare Profilin innerhalb der
Zelle relokalisiert, ohne dafl neues Profilin zusétzlich synthetisiert werden muf.

3.2.3 Profilin-dsRNAIi in Arabidopsis thaliana bei Infektion

Um die Funktion der Profiline in der Pflanze und besonders bei der Abwehr von
Infektionen besser verstehen zu konnen, sollte der zelluldre Profilingehalt redu-
ziert, die Biosynthese von Profilin moglichst ausgeschaltet werden. Dafiir wurde
nach Mutanten gesucht (sieche Abschnitt 3.1.10). Auflerdem wurden Konstruk-
te entwickelt, die bei Transformation in Pflanzen bzw. Zellen die Synthese von
Profilin blockieren (Abschnitte 3.1.7 und 3.1.9).

Abb. 3.17: Blattepidermis von Arabidopsis thaliana, transformiert mit PRF-
dsRNAi und GUS, infiziert mit Konidiosporen von Blumeria graminis. Ko —
Konidiospore, Infektiosstelle durch Pfeil markiert. Mafistab 20 pm.

Konstrukte zum transienten Ausschalten von Expression und Neusynthese von
Profilin in Arabidopsis thaliana wurden in Abschnitt 3.1.7 beschrieben. Es sollte
ihr Einflufl auf das Infektionsverhalten des Nichtwirtspathogens Blumeria grami-
nis f. sp. hordei in Arabidopsis thaliana untersucht werden. Dazu wurden wieder
Kotransformationsexperimente durchgefiihrt. Als Markergen fiir die erfolgreiche
Transformation einer Zelle wurde entweder GFP, Talin-GFP (siche Abschnitt
3.1.9) oder GUS (f-Glukuronidase) verwendet. Die Markierung transformierter
Zellen mit GUS war darum hilfreich, weil die GUS-Farbung, im Gegensatz zu
GFP, der Farbung der pilzlichen Strukturen standhielt und sich auflerdem die
Beobachtung im Mikroskop zeitlich von Transformation und Infektion entkop-
peln lief3.
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Jeweils ein Profilin-dsRNAi-Konstrukt und ein Markergen wurden mittels bio-
listischer Transformation in Zellen von abgetrennten Bléttern von Arabidopsis
thaliana gebracht. Die transformierten Blatter wurden nach unterschiedlichen Zei-
ten (4 h bis 96 h) mit Konidiosporen von Blumeria graminis f. sp. hordei (Stamm
K1) infiziert und wiederum nach unterschiedlichen Zeiten (24 h bis 72 h) entwe-
der direkt im Mikroskop betrachtet oder mit dem Substrat fiir GUS infiltriert,
entsprechend dem Férbeprotokoll fiir GUS weiterbehandelt, entfiarbt und dann
im Mikroskop betrachtet.

Betrachtet werden sollten solche Zellen, die sowohl mit PRF-dsRNAi (und ei-
nem Reportergen) transformiert worden, als auch durch eine Konidiospore von
Blumeria graminis f. sp. hordei infiziert worden waren (“single cell assay”). Abb.
3.17 zeigt eine transformierte Epidermiszelle, die durch die Aktivitdt der [-
Glukuronidase griinlich-blau gefirbt ist. Ebenfalls zu sehen sind zwei Konidios-
poren von Blumeria graminis f. sp. hordei, die durch Coomassie blau gefiarbt sind.
Beide haben einen priméren und einen sekundéren Keimschlauch entwickelt, letz-
terer wird auch Appressorienkeimschlauch genannt. Er zeigt bei beiden Zellen eine
leichte Schwellung und eine Kriimmung am distalen Ende (“appressorial hook”).
Von diesem wird der Penetrationskeil gebildet, der die pflanzliche Zellwand durch-
dringt. Innerhalb der pflanzlichen Zellwand wird ein Haustorium gebildet. Auch
in Nichtwirtsinteraktionen tritt Haustorienbildung in bis zu 10 % der Fille auf
[78]. Dieser Wert konnte durch Transformation mit PRF-dsRNAi erhoht werden.
Leider lieferten diese Versuche keinerlei verlédflliche Ergebnisse, da es nur sehr
selten zu einer Koinzidenz von Transformation und versuchter Infektion ein und
derselben Zelle kam.

Ein wahrscheinlich besseres Verfahren ist die Erzeugung transgener Pflanzen,
die mit einem in Abschnitt 3.1.7 beschriebenen Konstrukt stabil transformiert
sind. Da in der Literatur keine Profilin-"knock-out”-Mutante beschrieben ist (ob-
wohl sich mehrere Arbeitsgruppen mit Profilin in Arabidopsis thaliana beschéfti-
gen), bei keiner der Suchen Profilin-knock-out-Mutanten gefunden wurden und
die einzige beschriebene Profilin-Antisense-Pflanze auch Profilin exprimiert (wenn
auch auf reduziertem Niveau [149]), ist zu vermuten, dafi Pflanzen, die (eines
der) Profiline nicht exprimieren kénnen, nicht lebensfihig sind. Deshalb erscheint
es wenig sinnvoll, Pflanzen herstellen zu wollen, die Profilin nicht exprimieren
konnen, eine Alternative wire das zeitweilige Ausschalten der Profilinexpression
in ausgewachsenen Pflanzen. Die Herstellung und Testung solcher Pflanzen ist
gerade im Gange.

Dazu wurde aufler den in Abschnitt 3.1.7 beschriebenen PRF-dsRNAi-
Konstrukten ein System &hnlich dem von von Zhou et al. beschriebenen Ostradiol-
induzierbaren XVE-System verwendet [205]. Ein artifizieller Transkriptionsfak-
tor wird, durch einen starken Promotor getrieben, konstitutiv exprimiert. Die-
ser Transkriptionsfaktor enthilt eine durch das Hormon Ostradiol regulierba-
re Doméne und eine die Transkription aktivierende Doméne. Wird eine die-
sen Transkriptionsfaktor exprimierende Zelle mit Ostradiol behandelt, bindet
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dieser Transkriptionsfaktor an einen ebenfalls artifiziellen Promotor und indu-
ziert die Expression des dahinter liegenden Gens [205]. Jedes der PRF-dsRNAi-
Konstrukte wurde hinter den durch den artifiziellen Transkriptionsfaktor indu-
zierbaren Promotor kloniert und zusammen mit dem Gen fiir diesen Transkrip-
tionsfaktor in Arabidopsis-Pflanzen transformiert. Diese Pflanzen sollen normal
wachsen konnen, bis sie das adulte Stadium erreichen. Dann kann durch Gabe von
Ostradiol die Expression des PRF-dsRNAi-Transgens induziert werden und so in
der ausgewachsenen Pflanze ein Absenken des Profilin-Niveaus, moglichst bis zum
volligen Ausschalten der Expression, erreicht werden. Zunéchst mufl iiberpriift
werden, ob die Induktion des PRF-dsRNAi-Transgens tatséchlich die erwiinschte
Wirkung, die Ausschaltung der Profilinexpression und die Reduktion des pflanz-
lichen Profilingehaltes, zur Folge hat. Diese Tests sind gerade in Arbeit.

3.2.4 Immunlokalisation von Aktinfilamenten in infizier-

ten Zellen von Petroselinum crispum

A

Abb. 3.18: Infizierte und fixierte Zelle von Petroselinum crispum aus Suspensions-
kultur, Inkubation mit monoklonalem Antikérper gegen Aktin. Fluoreszensauf-
nahmen in drei verschiedenen Fokus-Ebenen (A-C) und Durchlichtbild (D). Sp —
Spore, Ks — Keimschlauch, Zk — Zellkern, Infektionsstelle durch Pfeil markiert.
Mafstab 15 pm.
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Abb. 3.19: Infizierte und fixierte Zelle von Petroselinum crispum aus Suspen-
sionskultur, Inkubation mit A — monoklonalem Antikorper gegen Aktin und C
— affinitédtsgereinigtem Antiserum gegen Profilin. A und C — Fluoreszenzaufnah-
men, B — Durchlichtbild. Ks — Keimschlauch, Infektionsstelle durch Pfeil markiert.
Mafstab 15 pm.

Die Ausrichtung von Zytoplasmastrangen zur Infektionsstelle wurde schon fiir
mehrere Pflanzenarten beschrieben [160]. Zellen von Petroselinum crispum aus
Suspensionskultur wurden mit Sporen von Phytophthera infestans infiziert und
dann fixiert. Zum Nachweis des zelluldren Aktins wurden monoklonale Antikorper
gegen Aktin verwendet (Stamm C4, ICN, Eschwege). Die so behandelten Zellen
wurden im Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Abb. 3.18 zeigt eine infizierte Zel-
le. Auler der Aufnahme im Durchlicht wurden Fluoreszenzaufnahmen in drei
verschiedenen Fokusebenen gemacht. Die zelluldren Aktinfilamente sind rot mar-
kiert. Sie sind in jeder Fokusebene zu sehen. Gut zu sehen ist die Ausrichtung
der Filamente zur Infektionsstelle, der Stelle, an der der Keimschlauch des Pilzes
in die Zelle eintritt.

Mittels Antikorpern gegen Aktin wurde so nachgewiesen, dafl auch Zellen von
Petroselinum crispum auf Infektion mit einem pilzlichen Pathogen mit der Um-
orientierung ihrer Aktinfilamente zu der Stelle reagieren, an der das pilzliche
Pathogen in die Zelle einzudringen versucht.

Abb. 3.19 zeigt eine von Phytophthora infestans infizierte und fixierte Zelle.
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Sie wurde mit monklonalem Antikérper gegen Aktin und mit affinitédtsgereinig-
tem Antiserum gegen Profilin inkubiert. Die Aktinfilamente sind griin markiert (
3.19 A). Gut zu sehen ist in diesem Bild die Ausbildung der sogenannten Aktin-
kappe, die wahrscheinlich durch eine Ansammlung feiner Aktinfilamente gebildet
wird. Ahnliche Aktinkappen sind an der Spitze wachsender Wurzelhaare zu finden
[6]. Thre Existenz wurde auch schon in infizierten Zellen gezeigt [50]. Abb. 3.19 C
zeigt die Verteilung von Profilin in derselben Zelle. Aufler im Nukleus akkumuliert
Profilin an der Infektionsstelle, nimmt dabei aber ein kleineres Gebiet ein als die
Aktinkappe. Aufler der aus verschiedenen Pflanze-Pathogen-Systemen bekannten
Ausrichtung der Aktinfilamente zur Infektionsstelle und der Bildung einer Ak-
tinkappe wurde in dieser Arbeit die Akkumulation des Aktin-bindenden Proteins
Profilin an der Infektionsstelle gezeigt. Bekannt ist, dafl Profilin in Zellen, z.B. in
Fibroblasten, mit dynamischen Aktinstrukturen kolokalisiert [158].

3.2.5 Aktinfilamente in Arabidopsis thaliana bei Infektion

Im weiteren sollte auch fiir das zweite Modellsystem, fiir Arabidopsis thaliana, un-
tersucht werden, welche Verédnderungen am Aktinskelett sich bei Interaktion mit
dem Nichtwirtspathogen Blumeria graminis f. sp. hordei (Stamm K1) beobachten
lassen.

Abb. 3.20: Arabidopsis thaliana gl1, infiziert mit Sporen von K1, Fluoreszens-
Aufnahmen in zwei verschiedenen Fokus-Ebenen. Ap — Appressorium, Maflstab
5 pm.
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Abb. 3.21: Arabidopsis thaliana pen2, infiziert mit Sporen von K1, Fluoreszens-
Aufnahmen in vier verschiedenen Fokus-Ebenen. Ap — Appressorium, Ko — Ko-
nidiospore, Infektionsstelle durch Pfeil markiert. Mafistab 20 pm.

Bislang war iiber das Verhalten von Aktinfilamenten in Arabidopsis thaliana
bei Pathogenbefall nichts bekannt. Um die Verdnderungen am Zytoskelett stu-
dieren zu koénnen, sollte Aktin in Arabidopsis thaliana mit GFP markiert werden.
Da Vorversuche Schwierigkeiten beim Markieren von Aktin mit GFP ergeben
hatten, sollte nicht Aktin selbst, sondern die Aktin-bindende Doméne des Aktin-
bindenden Proteins Talin mit GFP markiert werden (siche Abschnitt 3.1.9). Um
Infektionsexperimente besser durchfithren zu konnen, wurde auflerdem statt des
Wildtyps eine Mutante verwendet, die keine Blatthaare ausbildet, namlich ¢l1
(GLABROUSL1) im Col-0-Hintergrund [56]. AuBer gll wurde die remutagenisier-
te Linie pen2 (im gll-Hintergrund) verwendet, die ein abnormes Verhalten bei
Pathogenbefall zeigt (V. Lipka, unvertffentlicht) und auch keine Blatthaare be-
sitzt, um Vergleiche zwischen Wildtyp und Mutante anstellen zu kénnen. Pflan-
zen beider Linien wurden durch Dr. Volker Lipka mit einem 35S::GFP-Talin-
Konstrukt transformiert (nach [96]) und fiir die Untersuchungen freundlicherwei-
se zur Verfiigung gestellt.
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Zunachst mufiten aus den zur Verfiigung gestellten Linien solche ausgewéhlt
werden, in denen Aktinfilamente gut beobachtbar durch GFP markiert waren.
Das erfolgte an abgetrennten Bldttern im Fluoreszenzmikroskop (Olympus, Ham-
burg) mit Hilfe der Software TILLVision (TillPhotonics, Gréfelfing). Es wurden
die Linien gl1-1, pen2-2 und pen2-24 fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.

Pflanzen der ausgewéhlten Linien wurden mit Konidiosporen von Blumeria
graminis f. sp. hordei (Stamm K1) und, in Ausnahmeféllen, auch mit Sporen von
Phytophthera infestans (Stamm Pil) infiziert.

Nach verschiedenen Zeiten wurden Blétter abgetrennt und im Fluoreszenz-
mikroskop betrachtet. Das beginnende Auswachsen des priméaren Keimschlauchs
aus einer Konidiospore von Blumeria graminis konnte bereits ein bis zwei Stun-
den nach der Infektion beobachtet werden. Der primére Keimschlauch dient der
Anhaftung der Spore auf dem befallenen Blatt. Er wuchs nur bis zu einer relativ
geringen Linge aus und stellte dann sein Wachstum ein. Bald begann auch der
sekundére Keimschlauch auszuwachsen, der das eigentliche Infektionsorgan von
Blumeria graminis f. sp. hordei darstellt. Bereits 7 hpi waren Keimschlduche zu
beobachten, die einen Appressorienlappen ausbildeten und mittels Penetrations-
organ in die darunterliegende Pflanzenzelle einzudringen versuchten. Sobald der
sekundéare Keimschlauch das Appressorium bildete, reagierte die betroffene Zelle.
Es konnte das Ausrichten der zellularen Aktinfilamente zur der Stelle, an der der
Pilz das Appressorium bildete, beobachtet werden. Entlang dieser Aktinfilamente
war eine zur Infektionsstelle gerichtete Zytoplasmastrémung zu beobachten.

Damit wurde gezeigt, dafl auch Arabidopsis thaliana auf die Infektionsver-
suche eines Nichtwirtpathogen zunéchst durch die Reorientierung der Zytoplas-
mastrange bzw. mit der Reorientierung der Aktinfilamente zur Infektionsstelle
reagiert. Diese Befunde sind inzwischen von Takemoto et al. bestétigt worden
[181].

AuBlerdem ist bemerkenswert, dafl auch in einigen Féllen beobachtet werden
konnte, dafl Zellen von Arabidopsis thaliana auf das Anhaften des pilzlichen Pa-
thogens durch seinen priméren Keimschlauch reagierten, indem die zelluldren
Aktinfilamente zu der Stelle ausgerichtet wurden, an der der primére Keim-
schlauch mit der Zelloberfliche Kontakt hatte. Es gibt aber nicht geniigend Be-
obachtungsergebnisse, um eine wissenschaftliche Aussage statistisch untermauern
zu kénnen.

Hervorzuheben ist an dieser Stelle unbedingt, daf, entgegen anfénglichen Ver-
mutungen, kein signifikanter Unterschied zwischen g¢l7, hier als Wildtyp verwen-
det, und der anfélligeren Mutante pen2 festgestellt werden konnte. Die Neufokus-
sierung der Aktinfilamente zur Infektionsstelle wurde in Pflanzen beider Linien
in nahezu allen betrachteten Zellen gefunden.



90 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

3.2.6 PIP, bei der Infektionsabwehr? — Antikorpertest in
Wurzeln von Arabidopsis thaliana

Abb. 3.22: Wurzelhaare von Arabidopsis thaliana, monoklonaler Antikérper ge-
gen PIPy (A, B) oder kein primérer Antikérper (C, D), Fluoreszenzaufnahmen,
Mafstab 20 pm.

Vergleicht man die Vorgénge, die bei der Abwehr der Infektion durch ein pilz-
liches Pathogen ablaufen, mit solchen beim Spitzenwachstum beispielsweise in
Pollenschlduchen oder Wurzelhaaren, so ergeben sich erstaunliche Parallelen. In
wachsenden Pollenschlduchen und Wurzelhaaren richten sich die Aktinfilamente
zur Spitze des wachsenden Pollenschlauches, also zum Wachstumspol aus. Eben-
falls am Wachstumspol zu finden ist eine relativ hohe lokale Konzentration von
Profilin [6, 18]. In Zellen von Petroselinum crispum, die mit Pil infiziert wurden,
richteten sich die Aktinfilamente zur Infektionsstelle aus, wo auch eine hohe Profi-
linkonzentration nachgewiesen werden konnte (siche Abschnitte 3.2.1 und 3.2.4).
Auflerdem findet man in Wurzelhaaren am Wachstumspol eine erhéhte Konzen-
tration von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) [18]. Es sollte nun un-
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tersucht werden, ob sich auch an der Infektionsstelle in infizierten Pflanzen bzw.
Zellen eine erhohte Konzentration von PIP, nachweisen 1485t.

Antikorper gegen PIP; wurden kommerziell erworben (Echelon Biosciences,
Salt Lake City, UT, USA). Damit sollte PIP; in infizierten Zellen lokalisiert wer-
den.

Zunichst sollte PIPy in Wurzeln von Arabidopsis thaliana lokalisiert werden,
um den Antikoérper zu testen und die aus der Literatur bekannten Fixations-
und Inkubationsprotokolle fiir ihre Anwendung an infizierten Kulturzellen und
fiir diesen Antikorper zu optimieren [18, 124].

Abb. 3.22 zeigt eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von Wurzelhaaren,
die mit Antikorpern gegen PIP, behandelt worden waren. Es scheint, daf der An-
tikorper gegen PIP, die Membran an der Spitze des Wurzelhaares markiert. Eine
solche Lokalisation von PIPy wurde auch von Braun et al. beschrieben [18]. Leider
ist auch in einigen Kontrollen, in denen kein primérer Antikérper eingesetzt wur-
de, eine starke Autofluoreszenz an der Spitze der Wurzelhaare zu erkennen. Eine
spezifische Farbung kann nicht von einer unspezifischen unterschieden werden.
Deshalb kann aus diesem Experiment keine Schlufolgerung gezogen werden.

3.2.7 Immunlokalisation von PIP, in infizierten Zellen
von Petroselinum crispum

Abb. 3.23: Infizierte und fixierte Zellen von Petroselinum crispum aus Suspensi-
onskultur, monoklonaler Antikoérper gegen PIP,. Fluoreszens-Aufnahme (A) und
Durchlichtbild (B). Ks — Keimschlauch, Sp — Spore, Zk — Zellkern, Infektionsstelle
durch Pfeil markiert. Maflstab 15 ym

Trotzdem wurde der kommerziell erworbene Antikorper gegen PIPy weiterhin
verwendet. Mit ihm sollte PIP; in von Keimlingen von Phytophthora infestans
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infizierten Petersilienzellen aus Suspensionskultur markiert werden. Es wurden
mehrere Protokolle zur Fixierung und Markierung verglichen. Infizierte Zellen
wurden mit 4% Paraformaldehyd und mit oder ohne Triton X-100 und mit oder
ohne DMSO fixiert. Im weiteren Verlauf der Experiemente wurde auf den Einsatz
von DMSO verzichtet.

Ein représentatives Ergebnis ist in Abb. 3.23 dargestellt. Diese Abbildung zeigt
zwei Zellen von Petroselinum crispum, von denen eine durch Pil infiziert wird.
Beide Zellen zeigen eine leichte Rotfluoreszenz entlang der Plasmamembran. Im
Inneren der Zellen sieht man starke lokale Rotfarbungen. Wahrscheinlich handelt
es sich dabei um die Zellkerne. Entgegen den Erwartungen zeigte keine der un-
tersuchten Zellen ein Fluoreszenzsignal an der Stelle, an der der Pilz in die Zelle
einzudringen versuchte. Daran d&nderten auch Modifikationen am Fixierungs- und
Inkubationsprotokoll nichts.

Eine Lokalisation von PIP; an der Infektionsstelle konnte also nicht nachge-
wiesen werden. Es kann nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, ob das daran
liegt, dafl PIP, tatséchlich nicht an der Infektionsstelle lokalisiert ist, oder ob es
sich mit den hier getesteten und verwendeten Methoden nicht nachweisen la83t.

Abb. 3.24: Infizierte und fixierte Zellen von Petroselinum crispum aus Suspensi-
onskultur, monoklonaler Antikérper gegen PIP; und DAPI-Farbung. A und C —
Fluoreszens-Aufnahmen, B — Durchlichtbild. Zk — Zellkern. Mafstab 15 pm
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DAPI-Gegenfirbung

Die deutliche Farbung im Inneren der infizierten Zelle und in den Nachbarzellen
legt die Vermutung nahe, daf§ der Antikérper gegen PIP, ein Signal im Zellkern
erkennt. Um diese Vermutung zu iiberpriifen, wurden Zellen, die mit Antikorper
gegen PIP, behandelt worden waren, auch mit DAPI gefiarbt. Abb. 3.24 zeigt ein
so behandeltes Zellaggregat. Es fillt eine Koinzidenz von roter Antikérper- und
blauer DAPI-Fluoreszenz auf. Es gibt mehrere Berichte iiber PIPy im Zellkern
von Séugerzellen [17, 110, 139].

Eine Farbung des Zellkerns mit Antikérpern wurde in den meisten untersuch-
ten Zellen gefunden, unabhéngig davon, ob sie infiziert waren oder nicht.

3.2.8 Beteiligung kleiner GTPasen an der Infektionsab-
wehr — Antikorpertest im Western Blot

Die Entwicklung reaktiver Sauerstoffmolekiile (“oxidative burst”) ist ein héufig
beobachteter Vorgang bei der Infektionsabwehr, sowohl in Pflanzen, als auch in
tierischen Zellen [144, 164]. Bekannt aus der Literatur ist die Beteiligung kleiner
GTPasen an der Freisetzung reaktiver Sauerstoffmolekiile [64, 142].

Ebenfalls bekannt ist die Notwendigkeit funktionierender kleiner GTPasen fiir
ungestortes Spitzenwachstum und die Ausbildung und den Erhalt der normalen
Zellform [95, 104].

Es ist moglich, dafl es neben der Reorientierung der Aktinfilamente und der
Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle bzw. am Wachstumspol von Zel-
len mit Spitzenwachstum weitere Gemeinsamkeiten zwischen Infektionsabwehr
und Prozessen beim Spitzenwachstum gibt. Deshalb sollte untersucht werden, ob
sich kleine GTPasen an der Infektionsstelle nachweisen lassen.

Von Dr. Arthur Molendijk wurde freundlicherweise ein Antiserum gegen Rop4
aus Arabidopsis thaliana (AtRop4) zur Verfiigung gestellt [124]. Es war gegen
AtRop4 affinitdtsgereinigt worden. Dieses wurde zunéchst im Western Blot gete-
stet. Dazu wurden Membranpriparationen aus Arabidopsis thaliana und Petro-
selinum crispum mit SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet. AtRop4 hat ein Mo-
lekulargewicht von 21 kDa. Nach Inkubation mit dem Antiserum gegen AtRop4
und einem sekundéren, mit alkalischer Phosphatase gekoppelten Antikorper zeig-
te sich im Extrakt von Petroselinum crispum eine Bande in der Grofie von ca.
18 kDa. Im Extrakt von Arabidopsis thaliana war keine Bande in der Gréfie von
ca. 20 kDa zu erkennen, aber eine im hoheren Molekulargewichtsbereich bei ca.
40 kDa. Diese Bande riihrt wahrscheinlich von der Bildung eines Dimers von
AtRop4 her [125].
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Abb. 3.25: Western Blot von SDS-PAGE-getrennten Vesikelpréiparationen aus Pc
— Petersilie-Zellkultur und At — Arabidopsis thaliana, affinitdtsgereinigtes Anti-
serum gegen Rop4 aus Arabidopsis thaliana.

Damit wurde gezeigt, dal das Antiserum gegen Rop4 aus Arabidopsis thalia-
na auch mit einem Protein aus Petroselinum crispum reagiert, bei dem es sich
vermutlich um ein Homolog von AtRop4 aus Petroselinum crispum handelt. Ein
weiteres Experiment sollte die Tauglichkeit des Antiserums auch fiir die immun-
zytochemische Farbung in Petroselinum crispum belegen.

3.2.9 Rop in Wurzeln von Arabidopsis thaliana und Petrose-
linum crispum

Das gereinigte Antiserum gegen Rop4 aus Arabidopsis thaliana wurde aulerdem
getestet, indem es zur Immunlokalisation in Wurzeln von Arabidopsis thaliana und
Petroselinum crispum eingesetzt wurde. Wurzelspitzen von Arabidopsis thaliana
und Petroselinum crispum wurden fixiert und ohne vorheriges Schneiden mit dem
Antiserum gegen AtRop4 inkubiert (whole-mount-Immuno). Danach wurden sie
im CLSM betrachtet. Abb. 3.26 A zeigt ein typisches Bild einer Lokalisation
von AtRop4 in Wurzelspitzen von Arabidopsis thaliana. Sehr &hnliche Ergebnisse
zeigen auch Molendijk et al. [124]. Es sind die antiklinen Zellwénde im vorderen
Bereich der Wurzel mit Antikérper markiert. Abb. 3.26 B zeigt ein typisches Bild
einer mit affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen AtRop4 inkubierten Wurzelspitze
von Petroselinum crispum. Das Bild ist dem der AtRop4-Lokalisation in Wurzeln
von Arabidopsis thaliana &hnlich. Ahnlich wie in Arabidopsis thaliana sind auch
hier die antiklinen Zellwénde in der Wurzelspitze geférbt.



3.2. ZYTOLOGIE DER INFEKTION 95

Abb. 3.26: Wurzelspitzen von A — Arabidopsis thaliana und B, C — Petroselinum
crispum wurden mit A, B — affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen AtRop4 oder C
— ohne priméren Antikorper inkubiert. Fluoreszenzaufnahmen. Mafistab 10 pm.
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Folgende Schliisse lassen sich aus den Ergebnissen der Immunlokalsiationsex-
perimente und dem Western Blot (Abb. 3.25) zichen.

e Das Antiserum gegen AtRop4 reagiert auch mit Proteinen und Strukturen
aus bzw. in Petroselinum crispum. Die in Wurzelspitzen von Petroselinum
crispum markierten Strukturen sind denen in Wurzelspitzen von Arabidop-
sis thaliana &hnlich.

e Die Ahnlichkeit der markierten Strukturen in Arabidopsis thaliana und Pe-
troselinum crispum suggeriert, dafl es sich auch in Petroselinum crispum um
eine kleine GTPase oder ein Protein mit einer der von AtRop4 dhnlichen
Funktion handelt.

Im folgenden wurde das Antiserum gegen AtRop4 auch zur Immunlokalisation
in infizierten Zellen von Petroselinum crispum eingesetzt.

3.2.10 Immunlokalisation von Rop in infizierten Zellen
von Petroselinum crispum

Petroselinum-Zellen aus Suspensionskultur wurden mit Keimlingen von Phyto-
phthora infestans infiziert und fixiert. Sie wurden mit dem oben beschriebenen
affinitétsgereinigten Antiserum gegen AtRop4 inkubiert. Auflerdem wurden von
Dr. Arthur Molendijk neun verschiedene Fraktionen monoklonalen Serums ge-
gen AtRop4 zur Verfiigung gestellt. Da diese monoklonalen Antikoérper gegen
AtRop4 gewonnen worden waren, konnte keine ausreichende Spezifitdt gegen ein
Rop-Homolog aus Petroselinum crispum vorausgesetzt werden, weshalb eine Mi-
schung dieser Fraktionen eingesetzt wurde. Es ergaben sich dhnliche Bilder bei
Verwendung der monoklonalen Antikérper wie bei der Verwendung des gereinig-
ten polyklonalen Antiserums gegen AtRop4.

Abb. 3.27 zeigt ein typisches Bild einer Immunlokalisation von Rop in infizier-
ten Petersiliezellen. Die Peripherie der Zelle ist leicht markiert. Deutlich, wenn
auch schwach zu sehen ist ein Antikorper-Signal an der Stelle, an der der Pilz in
die Zelle einzudringen versucht. Abbildung 3.27 zeigt eine ringformige Farbung
an der Infektionsstelle.

Bemerkt werden muf}; dafl sich auch dieses eher schwache Signal von Kon-
trollen abhebt, bei denen kein primérer, sondern nur ein sekundarer Antikorper
eingesetzt wurde. Bei diesen Kontrollen ist iiberhaupt kein Signal zu sehen, das
Bild ist schwarz, weder die pilzliche noch zellulare Strukturen geben ein nennens-
wertes Fluoreszenzsignal (siehe Abschnitt 3.2.1). Dieses ist ein erster Beleg fiir die
Lokalisation einer Rop-GTPase (oder eines strukturell und funktional &hnlichen
Proteins) an der Infektionsstelle in einer Nichtwirtpathogenbeziehung.
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Abb. 3.27: Infizierte und fixierte Zelle von Petroselinum crispum aus Suspensi-
onskultur, Inkubation mit affinitdtsgereinigtem Antiserum gegen AtRop4 . A und
C — Durchlichtaufnahmen, B und D —Fluoreszenzaufnahmen. Ks — Keimschlauch,
Sp — Spore, Infektionsstelle durch Pfeil markiert. Maflstab 10 pm.

3.2.11 Rop-Aktivitdtsmutanten in Infektionsexperimen-
ten

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daff auch im hier verwendeten Modellsy-
stem von infizierten Suspensionskulturzellen von Petroselinum crispum GTPasen
bei der Abwehr einer Infektion mit einem Nichtwirtpathogen eine Rolle spielen.
Diese Rolle 143t sich allerdings schlecht funktional in Petroselinum crispum un-
tersuchen. Darum wurden Aktivitdtsmutanten zweier GTPsen aus Arabidopsis
thaliana hergestellt.

GTPasen sind als Regulatoren zelluldrer Prozesse seit langem bekannt und
untersucht [9]. Sie fithren ihre Regulationstétigkeit aus, indem sie zwischen ei-
ner GTP-bindenden, aktiven und einer GDP-bindenden, inaktiven Form wech-
seln. Mit Hilfe von Punktmutationen im Protein kann man Aktivitdtsmutanten
herstellen, die entweder stindig aktiv oder sténdig inaktiv sind [81]. Mehrere
kleine GTPasen sind in Pflanzen bereits beschrieben, zwei davon sind in die-
sem Zusammenhang interessant: Ono et al. zeigen die Abhéngigkeit erfolgreicher
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Pathogenabwehr in Reis vom Vorhandensein funktierender GTPasen, speziell Os-
Racl [138]. Unter den GTPasen aus Arabidopsis thaliana zeigt Rac7 die grofite
Sequenzahnlichkeit zu OsRacl. Kost et al. [95] verwenden Rac2 aus Arabidopsis
thaliana und zeigen die Notwendigkeit funktionierender GTPasen fiir das regulire
Spitzenwachstum von Pollenschlduchen. Beide, Rac2 und Rac7, sollten aus Ara-
bidopsis thaliana kloniert und davon Aktivitdtsmutanten hergestellt werden.

Wie in Abschnitt 1.5.2 besprochen, ist fiir die kleinen GTPasen der pflanzen-
spezifischen Unterfamilie der Rac-GTPasen die Bezeichnung als Rop-GTPasen
angemessener. Trotzdem werden in dieser Arbeit die Bezeichnungen AtRac2 und
AtRac7 verwandt, da fiir diese Proteine eine Bezeichnung als AtRop noch nicht
etabliert ist.

Zunéchst wurden AtRac2 und AtRac7 mittels spezifischer Primer aus einer
cDNA-Bank von Arabidopsis thaliana kloniert.

Die Sequenzen der so gewonnenen DNA wurden durch Verwendung spezifi-
scher Mutationsprimer mittels PCR so modifiziert, dal die daraus exprimierten
Proteine die erwiinschten Aktivitdtsmutanten darstellten. Es wurden so AtRac2
mit der konstitutiv aktiven Aktivitdtsmutante AtRac2akt und der dominant ne-
gativen Aktivitdtsmutante AtRac2neg gewonnen. Ebenso wurde AtRac7 mit den
Aktivitdtsmutanten AtRac7akt und AtRac7neg gewonnen. Die Sequenzen wur-
den durch Sequenzieren {iberpriift.

Abb. 3.28: Arabidopsis-Blatt, infiziert mit Konidiosporen von Blumeria graminis,
GUS-infiltriert 24 hpi, nach Entfarben infiltriert mit Anilinblau, UV-Anregung.
A — Fluoreszenzbild, B — Durchlichtbild. Ko — Konidiosporen, Infektionsstellen
durch Pfeile markiert. Mafistab 25 pm.

DNA fiir die GTP-bindenden Proteine, ndmlich AtRac2 und AtRac7 und ihre
dominant negativen und konstitutiv aktiven Varianten wurde mittels biolisti-
scher Transformation in Zellen von Blattern von Arabidopsis thaliana gebracht.
Zur Markierung, welche Zellen der Blattepidermis getroffen worden waren und
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somit das Gen fiir die (modifizierte) GTPase enthielten, wurde GUS als Marker-
gen verwendet. Auf diese Weise transient transformierte Bléatter wurden vier oder
24 Stunden nach dem Beschufl mit Konidiosporen von Blumeria graminis f. sp.
hordei (Stamm K1) infiziert. Nach weiteren 24 h wurde das Substrat fiir die g-
Glukuronidase zugegebenen, was gleichzeitig die transfomierten Zellen markierte
und Blatter und Pilze abgetdtete. Nach weiterer Inkubation und Entfarbung wur-
den die pilzlichen Strukturen mit Coomassie angefirbt oder die Blétter wurden
mit Anilinblau infiltriert. Die Blatter wurden im Licht- und im Fluoreszenzmi-
kropskop betrachtet.

Abb. 3.28 zeigt einen Ausschnitt aus einem Arabidopsis-Blatt, das mit Blu-
meria graminis infiziert wurde. Auf diesem Blattausschnitt sind keine transfor-
mierten Zellen zu sehen. Zu sehen sind drei Konidiosporen (bldulich sichtbar im
Fluoreszenzbild), von denen jede einen sekundéren Keimschlauch und ein Appres-
sorium ausbildet. Ebenfalls erkennbar, aber nicht so gut zu sehen sind die von je-
der Konidiospore gebildeten priméren Keimschlduche. Zwei der Stellen, an denen
Blumeria graminis mittels dem vom Appressorium gebildeten Penetrationskeil in
die Epidermiszelle einzudringen versucht, sind durch Pfeile markiert. An diesen
Stellen ist im Fluoreszenzbild eine bléulich-helle Fluoreszenz erkennbar. Diese
Fluoreszenz unter UV-Anregung entsteht durch die Anilinblau-Farbung von Kal-
lose. Die Epidermiszellen reagieren also auf die Infektionsversuche von Blumeria
graminis mit der Ablagerung von Kallose an den Infektionsstellen. Eine der in-
fizierten Epidermiszellen zeigt nicht nur an der Infektionsstelle, sondern in der
gesamten Zelle blaulich-helle Fluoreszenz. Eine solche Fluoreszenz deutet auf die
Ablagerung phenolischer Komponenten und ein Absterben der betroffenen Zelle
hin [160]. Im Durchlichtbild andeutungsweise zu sehen ist eine Verdunklung die-
ser Zelle, auch das ist ein hdufig beim Zelltod einer infizierten Zelle beobachteter
Vorgang [160].

Fiir dieses Experiment von Interesse waren solche Zellen, die sowohl mit
AtRac2 oder AtRac7 oder ihren jeweiligen Aktivitdtsmutanten transformiert als
auch infiziert waren (“single cell assay”). Eine Koinzidenz der beiden Ereignisse
trat leider sehr selten auf.

Da nur wenige transformierte und infizierte Zellen beobachtet werden konnten,
konnen keine fundierten Aussagen getroffen werden. Jedoch schien die Uberex-
pression von AtRac2neg die Bildung von Kallose bei der Infektion der Zelle ne-
gativ zu beeinflussen. Ein moglicher Fall spontaner Kallosebildung konnte in mit
AtRacT7akt transformierten Bldttern beobachtet werden (Ergebnisse hier nicht
gezeigt). Moglicherweise geben die Ergebnisse dieser Experimente einen Hinweis
darauf, dafl kleine GTPasen mit der Kallosebildung interferieren und so auf das
Resistenzverhalten einer Pflanze wirken.

Eine genauere Auswertung dieser Experimente ist allerdings nicht moglich, da
der Umfang der betrachteten Stichproben zu gering war.

Einen Ausweg konnte auch hier die stabile Transformation von Pflanzen mit
in ihrer Aktivitdt modifizierten GTPasen unter Kontrolle eines induzierbaren
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Promotors, dhnlich den in Abschnitt 3.2.3 beschriebenen, darstellen.



Kapitel 4

Diskussion

4.1 Profiline: Expression, Lokalisation und
Funktion

Profiline sind Proteine des Zytoskeletts. Sie sind am Umbau der Aktinfilamente
beteiligt. Profiline sind aus vielen Pflanzen- und Tierarten bekannt. Sie treten in
allen untersuchten Eukaryoten auf und werden ubiquitér exprimiert. In Drosophi-
la fithrt das Ausschalten eines Profilingens zum Absterben im Embryonalstadium
[158].

In dieser Arbeit wurden Vorkommen, Expression und Lokalisation von Profilin
in Petroselinum crispum und Arabidopsis thaliana untersucht.

4.1.1 Expression von Profilin in Petroselinum crispum

Die Expression der Profiline in Petroselinum crispum wurde mittels Western
Blot und indirekter immunzytochemischer Férbung untersucht. Dazu wurden
Antikorper gegen das Profilin PRF1 aus Petroselinum crispum (PcPRF1) her-
gestellt. Profilin konnte in allen untersuchten Geweben von Petroselinum cris-
pum und in Zellen aus Suspensionskultur nachgewiesen werden. Profiline fanden
sich in vegetativen Organen sowie in Bliiten und Bliitenknospen von Petersilie.
Ubiquitdre Expression von Profilin wurde u.a. auch in Tabak [123], Mais [177]
und Arabidopsis thaliana 73] gefunden. Auch in tierischen Organismen, z.B. in
Mausen, ist Profilin in allen untersuchten Geweben zu finden [197].

Pflanzliche Profiline unterteilen sich in zwei Gruppen, in konstitutiv und in
bliitenspezifische exprimierte Profiline [176]. Eine detailierte Untersuchung der
Profilinexpression wurde in Bliiten von Petroselinum crispum und deren Knos-
pen durchgefiihrt. Verschiedene Stadien der Bliitenentwicklung wurden fixiert
und geschnitten. Sie wurden mit Antiserum gegen Profilin behandelt und hin-
sichtlich des Auftretens von Profilin miteinander verglichen. Alle Zellen der sich
entwickelnden Bliite gaben, verglichen mit der Kontrollinkubation mit Praim-

101
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munserum, ein mehr oder weniger starkes Profilin-Signal.

Besonders starke Profilinexpression wurde in sich entwickelnden Pollenkérnern
gefunden. Die pflanzlichen Profiline wurden urspriinglich als eines der Hauptaller-
gene von Bliitenpollen entdeckt [185]. Profiline in Bliiten angiospermer Pflanzen
sind gut untersucht. So weisen von Witsch et al. Profiline in friithen Mikrospo-
ren von Birke nach, ebenso in reifen Pollen von Mais [198]. Auch Mittermann
et al. weisen Profilin wéhrend der Pollenentwicklung in Tabak nach, wobei der
Gehalt in reifenden Pollen zunimmt [123]. Ob die Zunahme des Profilingehal-
tes eine Funktion wahrend der Reifung des Pollens hat, ist nicht bekannt. Es ist
moglich, dafl Profilin wihrend der Reifung selbst keine Funktion hat, sondern sei-
ne Akkumulation eine wichtige Voraussetzung fiir die Keimung des Pollenkorns
darstellt.

Der Keimung geht eine Definition der Polaritét des bis dahin unpolaren Pollen-
korns voraus [42]. Durch die Keimung des Pollenkorns wird der Pollenschlauch ge-
bildet. Dabei vollzichen sich grundlegende Veréanderungen des Aktinzytoskeletts.
Auch fiir das Wachstum des Pollenschlauches ist das Aktinskelett von grund-
legender Bedeutung [42]. Fiir die Verdnderung des Zytoskeletts konnte Profilin
eine ebenso wichtige Rolle spielen wie Aktin selbst. In Fibroblasten korreliert das
Auftreten von Profilin mit dem aktinabhéngigen Spitzenwachstum [159]. Pro-
filin konnte fiir die Pollenkeimung ebenso wie fiir das Pollenschlauchwachstum
funktionelle Bedeutung haben [202].

In unseren Experimenten konnte in spéten Stadien der Pollenentwicklung Pro-
filin nicht mehr nachgewiesen werden. Der Grund dafiir konnte die feste und dicke
Zellwand der Pollenkorner darstellen, die den Zugang der Antikoérper zu und die
Bindung an ihr intrazelluldres Zielprotein nicht zulassen.

An dieser Stelle mufl bemerkt werden, dafl das verwendete Antiserum auf-
grund der hohen Sequenzdhnlichkeit der Profiline (siehe Abschnitt 3.1.6) sehr
wahrscheinlich nicht zwischen moglicherweise vorhandenen Isoformen von Profi-
lin unterscheiden kann.

4.1.2 Nachweis und Klonierung von Profilinen aus Petro-
selinum crispum

Profiline treten in Pflanzen meist als kleine Genfamilie auf. So klonieren Staiger
et al. [177] drei Profiline aus dem Pollen der monokotyledonen Maispflanze und
weisen mittels Southern Blot drei bis sechs Mitglieder der Profilin-Genfamilie in
Mais nach.

Auch in dieser Arbeit konnten in Petroselinum crispum mehrere Profiline mit-
tels Southern Blot nachgewiesen werden. Der Southern Blot zeigte ungefihr fiinf
Banden, die bei geringer Stringenz mit der Profilinsonde hybridisierten. Auch
in Arabidopsis thaliana und Phaseolus vulgaris bilden Profiline kleine Genfami-
lien [24, 52, 73]. Auch in Sdugern treten Profiline in kleinen Genfamilien auf, in
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Méusen gibt es zwei Profilingene, eines davon erzeugt zwei Isovarianten durch

zwel verschiedene Moglichkeiten des “splicings” [197].

— PcPRF1

— PcPRF3
— PcPRF2

— PcPRF4
—— PcPRF5

|: PvPRO
RcPROL1

{ AtPRF1
AtPRF2

— AtPRO3

{ AtPRF4
AtPRO5

— LePRO1

— NtPRO3
— NtPRO1

— NtPRO2

——— PpPRO

{ ZmPRO1
ZmPRO2

ZmPRO3
ZmPRO4
DdPROF

—
L PhysPRO

— BvPRFLN

Abb. 4.1: Vergleich der Aminoséiuresequenzen verschiedener pflanzlicher Profiline
mit Profilinen aus niederen Eukaryoten. At — Arabidopsis thaliana, Bv — Betula
verucosa, Dd — Dictyostelium discotdum, Le — Lycopersicon esculentum, Nt —
Nicotiana tabacum, Pc — Petroselinum crispum, Phys — Physarum polycephalum,
Pp — Phleum pratense, Pv — Phaseolus vulgaris, Rc — Ricinus communis, Zm —

Zea mays.
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Aufler PcPRF1 (Sabine Gus-Mayer, unveréffentlicht) wurden vier weitere Pro-
filine aus Petroselinum crispum kloniert. Sie sind einander sehr &hnlich in Lange,
abgeleiteter Aminosduresequenz und berechnetem pl (isoelektrischer Punkt).
Letzterer liegt bei allen fiinf Profilinen zwischen pl 4,3 und 4,8. Die 3’- und
5’-nichttranslatierten Bereiche der klonierten Profiline sind kurz und einander
dghnlich.

Abbildung 4.1 zeigt den Vergleich der aus Petroselinum crispum klonierten
Profiline (PcPRF1-5) mit einigen pflanzlichen Profilinen und mit Profilinen aus
niederen Eukaryoten, aus Physarum polycephalum [109] und Dictyostelium discoi-
deum [65]. Die meisten bekannten pflanzlichen Profiline wurden aus Pollen klo-
niert, u.a. aus Pollen von Mais (ZmPRO1-3, [177]), Tabak (ntProl,2,3 [122, 123)]),
Tomate (LePRO1, [202]), Birke [185] und natiirlich aus Arabidopsis thaliana
(PRF4, PRF5, [24, 73]). Einige Profiline wurden als somatisch charakterisiert.
Dazu gehéren ZmPRObS, das aus dem Endosperm von Mais gewonnen wurde
[97], die Profiline PRF1-3 aus Arabidopsis thaliana, deren ubiquitére somatische
Expression mittels RT-PCR bzw. Northern Blot gezeigt wurde [24, 73], RePRO1,
dessen Vorkommen im Phloemsaft von Ricinus communis nachgewiesen wurde
[163], und PvPRO, das in Knollchen von Phaseolus vulgaris gefunden wurde [52].

Beim Vergleich der pflanzlichen Profilinsequenzen fallen die somatischen Pro-
filine aus monokotyledonen ( Phleum pratense und Zea mays) und dikotyledonen
Pflanzen (Arabidopsis thaliana , Rizinus, Tabak) in zwei deutlich voneinander ver-
schiedene Klassen. Geringer fallt hingegen der Unterschied zwischen den pollen-
spezifischen Profilinen monokotyledoner und dikotyledoner Pflanzen aus. Es sind
sogar die Profiline aus den Pollen dikotyledoner Pflanzen den Profilinen monoko-
tyledoner Pflanzen dhnlicher als den somatischen Profilinen der Dikotyledonen.
Auch sind innerhalb der dikotyledonen Pflanzen die pollenspezifischen Profiline
zweier Arten (z.B. AtPRF5 und BvPRFLN) einander &hnlicher als pollenspezifi-
sche und somatische Profiline innerhalb einer Art (z.B. AtPRF1 und AtPRF5).
Die aus Petroselinum crispum klonierten Profiline treten in einer Gruppe mit
den somatischen Profilinen aus Arabidopsis thaliana (AtPRO1-3), dem Profilin
aus dem Phloemsaft von Ricinus communis (RcPRO1) und dem Profilin aus
Knollchen von Phaseolus vulgaris (PvPRO) auf.

Auch in Sdugern werden Profiline in zwei Klassen (I und II) eingeteilt [158].
Die Profiline der Klassen I und II lassen sich hinsichtlich ihrer Sequenz und ih-
ren biochemischen Eigenschaften voneinander unterscheiden. Diese Einteilung ist
aber fiir die Gruppierung der pflanzlichen Profiline ohne Belang, da sich pflanzli-
che Profiline von den tierischen stark unterscheiden und den Profilinen der frithen
Eukaryoten dhnlicher sind [84]. Kovar et al. [97] stellen die erste Klassifizierung
pflanzlicher Profiline vor, indem sie heterolog exprimierte Maisprofiline und aus
Mais extrahierte und gereinigte Profiline hinsichtlich ihrer Eigenschaften, ihrer
Expression und Sequenz miteinander vergleichen. Dabei zeigt sich, daf§ Profiline
mit dhnlichem Expressionsmuster auch &hnliche Figenschaften haben. Profiline
aus Pollen bilden die Klasse I. Nicht nur ihre abgeleiteten Aminosduresequenzen
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sind einander dhnlicher als den Profilinen der Klasse II, auch ihre biochemischen
und physiologischen Eigenschaften sind dhnlich. Die somatischen Profiline Zm-
PRO4 und ZmPROb5 bilden zusammen mit aus Endosperm gewonnenem und
gereinigtem Profilin die Klasse II. Profiline der Klasse II inhibieren in vitro die
Aktinpolymerisation stirker als die der Klasse I und wirken sich nach Mikro-
injektion in eine Zelle stirker auf die Zytologie dieser Zelle aus. Sie zerstoren
die Zytoplasmastringe, was die Autoren auf die Depolymerisation von Aktinfila-
menten zuriickfiihrt. Profiline der Klasse II binden aber schwicher an PIPs und
Poly-L-Prolin als Profiline der Klasse I. Ob sich diese Klassifizierung auch fiir Pro-
filine aus dikotyledonen Pflanzen aufrechterhalten 148t, ist noch nicht untersucht
worden [97].

Die hier aus Petroselinum crispum klonierten Profiline scheinen den somati-
schen Profilinen aus dikotyledonen Pflanzen &hnlich zu sein. Sie fallen mit den
somatischen Profilinen aus Arabidopsis thaliana (PRF1 bis PRF3), P. vulgaris
(PvPRO) und R. communis (RePRO1) in eine Gruppe. Sie wurden aus Zellen
aus einer Suspensionskultur kloniert, die aus Stengeln von Petroselinum crispum
gewonnen worden war [148]. Allerdings tragen vier der fiinf Profiline aus Petro-
selinum crispum (PcPRF1 bis PcPRF4) eine Insertion von zwei Aminoséuren
zwischen den Aminosduren 16 und 17. An gleicher Stelle tragen auch Profili-
ne aus Pollen verschiedener dikotyledoner Arten (A. thaliana, B. verucosa, N.
tabacum) eine Insertion von zwei bis drei Aminoséduren. Bei Beachtung dieses
auffilligen Sequenzmerkmals wiirden die Profiline PcPRF1-4 zur Klasse der pol-
lenspezifischen Profiline gehoren. Bei den meisten Zellen der Suspensionskultur
handelt es sich, wie bei Pollen, um einzelne Zellen ohne Zellverband. Die Frage,
ob die Profiline PcPRF1-4 zur Klasse der somatischen oder der pollenspezifischen
Profiline gehoren, konnte durch eine in-situ-Hybridisierung mit genspezifischen
Sonden geklart werden. Isotypische Antikérper gegen Profiline, die zwischen Iso-
formen unterscheiden konnen, lassen sich aufgrund der hohen Sequenzahnlichkeit
der Profiline (sieche Abschnitt 3.1.6) wahrscheinlich nicht gewinnen.

4.1.3 Profiline im Zytosol — PRF-dsRNAi und Uberex-
pression von PRF-GFP

Profiline sind kleine hydrophile Proteine, die im Zytosol 16slich sind. Sie kénnen
aber mit Phospholipiden der Plasmamembran interagieren [158]. Diese beiden
Eigenschaften machen die Frage spannend, wo in der Zelle Profiline eigentlich
lokalisiert sind. Im Western Blot weisen Braun et al. Profiline sowohl in zytoso-
lischen Proteinextrakten wie in der Membranfraktion nach [18].

Die intrazelluldre Lokalisation eines Proteins 148t sich auf mindestens zwei
Arten untersuchen. Indirekte zytochemische Farbung mit Antikérpern gibt ein
Bild der Proteinverteilung in der Zelle. Diese Methode ist invasiv. Schwierigkeiten
konnen entstehen, wenn kleine Proteine des Zytoplasmas untersucht werden. Ihre
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Lokalsiation konnte durch die notwendige Fixierung beeinflufit bzw. verédndert
werden. Sogar ein Auswaschen mit Teilen des Zytoplasmas ist moglich.

Die zweite Moglichkeit, die Lokalisation von Proteinen zu untersuchen, ist ihre
translatorische Fusion mit einem fluoreszierenden Protein [61]. Diese nichtinva-
sive Methode bietet den Vorteil, dal die Proteinlokalisaiton nicht nur statisch
in der Zelle betrachtet, sondern in vivo bei Verdnderung dynamisch untersucht
und verfolgt werden kann in den Zellen, die mit dem Fusionsgen transformiert
sind. In dieser Arbeit wurden beide Verfahren angewandt, zunéchst schien die
Transformation mit einer Fusion aus PcPRF1 und GFP erfolgversprechender.

Protoplasten wurden mit dem Fusionsgen transfomiert und zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Transformation im Fluoreszenzmikroskop untersucht. So-
bald griine Fluoreszenz erkennbar war, war das gesamte Zytosol davon erfiillt.
Profilin scheint also gleichméflig im gesamten Zytosol verteilt zu sein. Eine zy-
toplasmatische Verteilung wird auch von Holzinger et al. fiir die Griinalge Mi-
crasterias denticulata beschrieben [72]. In einem Ubersichtsartikel schreiben auch
Staiger et al., dal es sich bei Profilin in den meisten Féllen um ein zytosolisches
Protein handelt [176]. Auffallend bei allen betrachteten Protoplasten war jedoch,
dafl in mit Profilin-GFP transformierten Zellen keinerlei Zytoplasmastriange zu
sehen waren. Im Gegensatz dazu zeigten Protoplasten, die zu Kontrollzwecken
nicht mit dem Fusionsgen, sondern nur mit dem Gen fiir GFP transformiert wor-
den waren, eine normale Verteilung des Zytoplasmas und Zytoplasmastrange, die
den Zellkern mit der Peripherie des Protoplasten verbanden.

Sobald griine Fluoreszenz die Expression von Profilin-GFP sichtbar machte,
war diese Fluoreszenz auf das gesamte Zytoplasma verteilt. Das Zytoplasma selbst
zeigte keine normale Verteilung. Anfangs waren statt der Zytoplasmastringe bla-
senartige Gebilde sichtbar, die im Laufe der Beobachtung verschwanden. Dann
lag das Zytoplasma in einem Saum entlang der Plasmamembran, ebenso der Zell-
kern, der in einer “Zytoplasmatasche” an der Zellperipherie lag.

Um zu ermitteln, ob diese abnormale zytologische Morphologie durch Uberex-
pression von Profilin oder GFP bedingt war, wurden verschiedene Ansétze aus-
probiert. Zum einen wurden weniger starke Promotoren verwendet und weniger
DNA zur Transfomation eingesetzt, um das Expressionsniveau des Fusionsprote-
ins geringer zu halten, zum anderen wurden die transformierten Zellen sehr kurz
nach der Transformation im Mikroskop betrachet, um sie untersuchen zu koénnen,
bevor zu viel Fusionsprotein in der Zelle akkumuliert war und méoglicherweise da-
durch die Architektur der Zelle zerstort wurde. In allen Féllen waren in Protopla-
sten, sobald griine Fluoreszenz erkennbar war, keine Zytoplasmastringe (mehr)
sichtbar. Im Gegensatz dazu waren in Kontrollzellen immer Zytoplasmastringe
erkennbar.

Kotransformationen von Protoplasten mit einer Fusion von Profilin mit RFP
und einer Talin-GFP-Fusion zur Markierung der Aktinfilamente zeigten, dafl in
den Zellen, in denen keine Zytoplasmastringe zu sehen waren, tatséchlich die
transvakuolidren Aktinfilamentbiindel fehlten (Ergebnisse hier nicht gezeigt). Die-
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se Ergebnisse lassen drei mogliche Erklarungen zu:

e Das Fusionsprotein aus GFP und Profilin kann nicht korrekt gefaltet wer-
den, Profilin hat daher nicht seine natiirliche rdumliche Struktur und das
Zytoplasma wird von “Proteinabfall” iiberschwemmt.

e Das Fusionsprotein wird korrekt exprimiert und gefaltet, es ist aber in viel
zu grofler Menge in der Zelle vorhanden, es besetzt seine natiirlichen Bin-
dungsstellen, aber der Uberschufl des Proteins iiberschwemmt das Zytoplas-
ma.

e Das Fusionsprotein wird korrekt exprimiert und gefaltet und auch seine Lo-
kalsiation im Zytoplasma ist korrekt. Die grole Menge von Profilin fiihrt
dazu, dal das Gleichgewicht zwischen Profilin und Aktin gestort wird und
zu viele Aktinmonomere gebunden werden, was in einem Abbau der Fila-
mente resultiert. Dieser Mangel an polymerisiertem Aktin fiihrt dann zu
einem Zusammenbruch der Zytoplasmastrange.

Zur ersten Erklarung ist zu sagen, dal andere Arten, Profilin mit GFP zu fu-
sionieren, keine anderen oder besseren Ergebnisse lieferten. In den hier gezeigten
Bildern (siehe Abschnitt 3.1.4) wurde GFP C-terminal von Profilin exprimiert,
eine N-terminale Fusion lieferte zwar weniger Fluoreszenz, aber nicht mehr Zy-
toplasmastrange.

Die zweite Erklarung 148t sich mit diesem Verfahren schlecht priifen oder wi-
derlegen. Jedoch muf} gesagt werden, dafl auch beim Einsatz schwécherer Promo-
toren, von weniger DNA und beim Betrachten der Protoplasten sehr kurz nach
der Transformation zwar weniger Fluoreszenz zu beobachten, aber auch keine
Zytoplasmastriange mehr sichtbar waren.

Das laBt die dritte Erklarung (korrekte Expression und Proteinfaltung vor-
ausgesetzt) am wahrscheinlichsten erscheinen. Zu der aus dieser Erklarung abge-
leiteten Vermutung, dafl das Fehlen der Zytoplasmastriange eine Folge der Pro-
filiniiberexpression sei, passen auch verschiedene in der Literatur beschriebene
Experimente. Die Filamente zerstérende Wirkung von Profilin wurde schon mehr-
fach beschrieben.

Mehrere Autoren beschreiben die Mikroinjektion von rekombinant hergestell-
tem oder aus Gewebe extrahiertem und gereinigtem Profilin in grofle, gut mi-
kroskopierbare Zellen [153, 178, 187]. Der erste Report dieser Art stammt von
Staiger et al. [178]. Gereingtes tierisches wie gereinigtes pflanzliches Profilin wird
in Staubblatthaarzellen von Tradescantia injiziert. Beide Profiline, das tierische
wie das pflanzliche, veréindern die Zytoarchitektur irreversibel. Schon innerhalb
von 1-3 min werden die Zytoplasmastriange diinner und zerreiflen schliellich, der
Zellkern und der iiberwiegende Teil des Zytoplasmas sammeln sich an der an-
tiklinen Zellwand. Nachfolgende Injektion von Rhodamin-Phalloidin zeigt, dafl
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das Zusammenbrechen der Zytoplasamstringe tatsédchlich auf das Fehlen trans-
versaler Aktinfilamente zuriickgefiithrt werden kann. Der Effekt, den injiziertes
Profilin auf die Zerstérung der Zytoplasmastringe hat, héingt von der Dosis des
injizierten Profilins ab [187]. Die Koinjektion von monomerem Aktin zusammen
mit Profilin kann den filamentzerstorenden Effekt mindern. Diese Minderung ist
abhéngig von der Menge koinjizierten Aktins [153]. Die Wirkung von Profilin
ist also abhéngig vom Mengenverhéltnis zwischen den beiden Partnern. Profilin
wirkt anscheinend nicht gleich auf alle zellularen Aktinfilamente. Die Mikroinjek-
tion von Profilin in Fibroblasten bewirkt die Reduktion von filamenttsem Aktin
aus einigen Strukturen der injizierten Zelle [182].

Leider ermoglichen die Ergebnisse der Experimente dieser Arbeit nicht den
Einsatz einer Fusion von Profilin und GFP, um Profilin bei der Infektion von
Petersiliezellen zu verfolgen und zu beobachten. Deshalb wurden zur Lokalsiation
von Profilin bei Infektion von Petersiliezellen Antikérper gegen Profilin eingesetzt.

Um die zelluldare Funktion von Profilin zu untersuchen, sollte der zellulédre
Profilingehalt nicht nur, wie hier beschrieben, erhoht werden. Es sollten auch die
Auswirkungen mangelnder oder fehlender Profilinfunktionen untersucht werden.
Es gibt Inhibitoren, die mit der Funktion von Profilin interferieren (z.B. Masto-
paran), sie sind aber nicht spezifisch genug, um moglicherweise zu beobachtende
Anderungen wirklich auf eine verénderte Funktion von Profilin zuriickfithren zu
konnen [18]. Eine andere Moglichkeit, die Auswirkung fehlender Profilin-Funktion
zu untersuchen, ist der genetische Ansatz. Zunéchst wurde nach Mutanten ge-
sucht, die Defekte in einem oder mehreren Profilingenen hatten. Solche Mutan-
ten wurden nicht gefunden (siche Abschnitte 3.1.10 und 4.1.4). Ramachandran
et al. [149] berichten von transgenen Arabidopsis-Pflanzen, die eines der Profiline
auf stark reduziertem Niveau exprimieren, weil sie mit einem Profilin- Antisense-
Konstrukt transformiert sind. Obwohl die Autoren mehrere Linien transgener
Pflanzen untersuchten, konnten sie keine finden, deren Gehalt an PRF1 um mehr
als 50 % gegeniiber dem Wildtyp reduziert waren.

Die Expression von einem oder mehreren Profilinen sollte darum nur in ein-
zelnen Zellen von Blattern von Arabidopsis thaliana mittels posttranskriptiona-
lem Gen-"Silencing” (PTGS) ausgeschaltet werden. Dazu wurden PRF-dsRNAi-
Konstrukte verwendet. dsRNAi (double-stranded RNA interference) ist eine Me-
thode des (PTGS) [170]. Sie wirkt im Prinzip dhnlich dem “Gene Silencing”
durch Expression von Antisense-RNA, die Effekte sollen aber nachhaltiger und
die Konstrukte stabiler sein [165]. Doppelstriangige RNA soll mit dem endogenen
Transkript interagieren und seine Degradation bewirken [25].

Epidermiszellen von Arabidopsis-Blattern wurden ballistisch transformiert.
Um die transformierten Zellen als solche zu markieren, wurde mit dem PRF-
dsRNAi-Konstrukt ein Reportergen transformiert. Zunéchst wurde ein GFP-
Fusions-Gen zur Markierung erfolgreicher transformierter Blattzellen benutzt.
GFP war translational mit der Aktin-bindenden Doméne des Aktin-bindenden
Proteins Talin fusioniert, so dafl ein Markergen entstand, das gleichzeitig zwei
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Funktionen erfiillte [96]. So wurden in transformierten Zellen die Aktinfilamen-
te durch Talin-GFP sichtbar gemacht, was die Beobachtung ihrer Dynamik
ermoglichte, gleichzeitig gab dieses Reportergen Auskunft dariiber, welche Zellen
transformiert waren und folglich auch das PRF-dsRNAi-Konstrukt trugen. PRF-
dsRNAi sollte die Translation und Biosynthese von Profilin inhibieren. Auch
Kontrolltransformationen wurden durchgefiihrt, bei denen kein PRF-dsRNAi-
Konstrukt zusétzlich zum Talin-GFP-Fusionsgen transformiert wurde.

Zelluldre Aktinfilamente waren durch GFP markiert. Zunéchst waren keine
Unterschiede zwischen PRF-dsRNAi-Transformation und Kontrolltransformatio-
nen sichtbar. Erst nach drei bis vier Tagen begannen sich Unterschiede abzu-
zeichnen. In Bléttern, deren Zellen mit Kontrollkonstrukten transformiert waren,
wurde die Fluoreszenz langsam schwécher und diffuser. Die transversalen Aktin-
filamentbiindel oder zumindest ihre Markierung verschwanden. Im Gegensatz
dazu blieben in Zellen, die mit PRF-dsRNAi-Konstrukten transformiert waren,
die transversalen Aktinfilamente bzw. -filamentbiindel erhalten. Ihre Fluoreszenz
verstirkte sich sogar mit der Zeit.

Eine mogliche Erklarung dafiir ist, dal der Umbau von Filamenten durch das
Vorhandensein von Profilin ermdéglicht wird. In Zellen, in denen die Profilin-
Synthese durch das PRF-dsRNAi-Konstrukt unterdriickt war, wurde auch der
Abbau der Aktinfilamente aus den Biindeln unterdriickt. Dieser Effekt 148t sich
nicht allein auf die Menge transformierter DNA oder das Vorhandensein eines
dsRNAi-Konstrukts zuriickfithren, da auch in Zellen, die mit dsRNAi-Plasmid oh-
ne PRF-Sequenz transformiert worden waren, die Aktinfilamente bzw. die GFP-
Fluoreszenz abgebaut wurden. Daraus 148t sich die Hypothese ableiten, daf sich
ein geringer Gehalt an Profilin hemmend auf den Um- bzw. Abbau der Filamente
auswirkt, wihrend eine Uberexpression von Profilin Aktinfilamente zerstort, wie
es in Protoplasten beobachtet wurde, die mit Profilin-GFP transformiert wor-
den waren (Abschnitt 3.1.9). Es mufl aber gesagt werden, dafl Blétter, deren
Zellen mit AtWRKY44-dsRNAi-Konstrukten transformiert worden waren, einen
Phénotypen zwischen PRF-dsRNAi-Transformation und Kontrolltransformation
zeigten.

Haugwitz et al. beschreiben Mutanten von Dictyostelium discoidum. Doppel-
mutanten, denen sowohl Profilin I als auch Profilin II fehlen, haben einen drasti-
schen Phénotypen: Thr Gehalt an F-Aktin ist um 60-70 % erhoht [65].

Unterschiede zwischen der Transformation mit PRF-dsRNAi-Konstrukten und
Kontrollen wurden erst relativ spét, erst drei bis vier Tage nach der Transfor-
mation, sichtbar. Moglicherweise ist bis dahin noch ausreichend Profilin in der
Zelle vorhanden, um das normale zelluldre Erscheinungsbild aufrecht zu erhalten.
PRF-dsRNAi-Konstrukte wirken nur auf die Translation und Neusynthese von
Profilinen, die sie hemmen sollen. Bereits synthetisiertes Profilin wird durch PRF-
dsRNAI nicht beeinflufit. Erst wenn die bestehenden Profilinmolekiile der Zelle
zunehmend abgebaut werden, wirkt sich die Transformation mit PRF-dsRNAi-
Konstrukten aus, da keine neuen Profilinmolekiile nachgebildet werden kénnen.
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Diese Experimente geben Hinweise auf die Wirkung, die ein Ausschalten
der Profilinexpression fiir die Zelle haben kann. Aulerdem geben sie Aufschlufl
dariiber, zu welcher Zeit nach der Transformation sich die ausgeschaltete Expres-
sion von Profilin auszuwirken beginnt. Zwischen der Transformation und dem
ersten Sichtbarwerden eines Effekts liegen mindestens 72 h. Das bedeutet, dafl
der Umsatz von Profilin in der Zelle (“Turnover”), gemessen am gesamten Pro-
filingehalt, nur langsam vor sich geht. Auch in den Experimenten von Kim et
Panstruga et al. liegt ein zeitlicher Abstand von 96 h zwischen der biolistischen
Transformation von Gerstenbléttern und ihrer Infektion, um die Auswirkungen
reduzierten Gehaltes an Calmodulin auf das Infektionsverhalten der Pathogene
beobachten zu koénnen [86]. Im Gegensatz dazu kénnen Schweizer et al. Effekte
des PTGS durch dsRNAi schon viel friiher, beginnend 4 h nach der Transformati-
on, nachweisen. Die Autoren transformieren Gerstenbléatter mit doppelstrangiger
RNA (und nicht mit einem Plasmid, dessen Transkription zu dsRNA1 fiihren soll)
des Mlo-Gens, das in resistenten Gerstenpflanzen Suszeptibilitat vermittelt [165].

Diese Daten lassen vermuten, dafl die Zeit, die zwischen der Transformation
und einem signifikanten Absinken des Proteingehalts vergeht, weniger vom Or-
ganismus, in dem dsRNAi wirksam wird, als vom Protein, dessen Translation
unterbunden wird, abhéngt.

4.1.4 Suche nach Mutanten

Um die Wirkung von Profilin besser zu verstehen, wurde nach Mutanten gesucht,
die eines der Profiline nicht oder nicht korrekt exprimieren. Hierzu wurden die bei-
den am Max-Planck-Institut verfiigharen Mutantenpopulationen von Arabidopsis
thaliana (ZIGIA, GABI-Kat) durchsucht. In keiner dieser beiden Mutantenpopu-
lationen konnte eine Linie identifiziert werden, die eines der fiinf Profilingene
nicht exprimiert. Hinweise auf Mutanten von Arabidopsis thaliana, die eines der
Profiline nicht exprimieren, finden sich nicht in der Literatur. McKinney et al.
beschreiben eine Mutante von Arabidopsis thaliana, die eine Insertion in der Pro-
motorregion von PRF1 triagt, was zu einem verringerten Expressionsniveau von
PRF1 im Keimlingsstadium fiihrt. Die Keimlinge weisen ldngere Hypocotylzel-
len, ldngere Hypocotyle und auflerdem ldngere Wurzelhaare auf. Dariiber hinaus
haben diese Pflanzen keine Defekte in der Expression von PRF1. In der spéteren
Entwicklung dieser Pflanzen sind keine weiteren Abnormitéiten zu beobachten
27].

Ramachandran et al. berichten von transgenen Pflanzen, die Antisense-RNA
fir PRF1 exprimieren. Dadurch wird der Gehalt an PRF1 um 50 % gegeniiber
dem Wildtypen reduziert [149]. Pflanzen mit verringerter Profilinexpression ha-
ben keinen gravierenden Phénotypen, sind aber kleiner als Wildtyppflanzen. Thre
Zellen zeigen Abweichungen in Form und Beschaffenheit ihrer Oberfliche ge-
geniiber Zellen von Wildtyppflanzen.

Die Autoren konnten bei ihrer Suche nach erfolgreich transformierten Pflan-
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zen keine Pflanze identifizieren, deren Gehalt an PRF1 stéirker als um ca. 50 %
reduziert war, weshalb sie die Vermutung &duflern, dafl eine zu starke Reduktion
des Profilingehaltes moglicherweise lethale Auswirkungen auf die Pfanze hat und
darum keine solchen Pflanzen gefunden werden konnen.

Diese Veroffentlichung [149], das Fehlen von Veréffentlichungen iiber Mutan-
ten, die eines der Profiline nicht exprimieren, und unsere eigene erfolglose Suche
nach Mutaten, denen eines der Profiline fehlt, lielen uns eine weitere Suche nach
Mutanten nicht erfolgversprechend erscheinen. Weitere Mutantenpopulationen
wurden nicht durchsucht. Auch Versuche, Samen fiir die von Ramachandran et
al. beschriebenen Arabidopsis-Linien zu bekommen, verliefen ergebnislos.

Stattdessen wurden Versuche unternommen, um die Expression von Profilin
transient zu reduzieren. Auflerdem wurden transgene Linien hergestellt von Pflan-
zen, die PRF-dsRNAi-Konstrukte unter Kontrolle eines induzierbaren Promotors
tragen. Die Evaluation dieser Pflanzen ist gerade im Gange.

4.2 Profiline bei der Infektionsabwehr

4.2.1 Intrazelluliare Lokalisation von Profilin bei Infektion

In den Exprimenten dieser Arbeit wurde Profilin in infizierten Petersiliezellen an
der Infektionsstelle und im Kern gefunden. In Immunlokalisationsexperimenten
finden Holzinger et al. Profilin in der Griinalge Micrasterias denticulata nahezu
gleichméafig im Zytoplasma verteilt, allerdings mit starkerer Akkumulation um
den Zellkern und auch im Inneren des Zellkerns [72]. Die Funktion, die Profilin
dort ausiibt, ist unklar, es wird aber auch in anderen Pflanzen im Zellkern ge-
funden, im Gegensatz zu Tieren, wo Kernlokalisation von Profilin die Ausnahme
darstellt [18]. In Wurzelhaaren von Mais ist Profilin hdufig im Zellkern nachzuwei-
sen und nur in Ausnahmefillen nicht im Zellkern zu finden [8]. Moglicherweise
pendelt das losliche Profilinmolekiil zwischen Zytoplasma und Nukleus, wie es
schon fiir G-Aktin (monomeres Aktin) gezeigt wurde. Die Funktion ist unklar,
moglich wére, dafl Signaltransduktionskaskaden zwischen Kern und Zytoplasma
auf diesen Austausch angewiesen sein kénnten. Diese Vermutung sehen Baluska
et al. dadurch bestétigt, daf sich die Profilinverteilung zwischen Kern und Zyto-
sol bei Zugabe von Mastoparan éndert. Mastoparan interferiert mit dem Umsatz
von PIP, in der Zelle [8].

In Wurzeln von Phaseolus vulgaris ist Profilin im Zytoplasma zu finden, teil-
weise mit besonderer Akkumulation um Amyloplasten. In Knoéllchen ist Profilin
in infizierten Zellen im Kern zu finden [192]. In den hier beschriebenen Experi-
menten wurde Profilin immer im Zellkern gefunden, unabhéngig davon, ob diese
Zelle infiziert war oder nicht.

Infizierte Zellen zeigten auflerdem eine Akkumulation von Profilin an der Stel-
le, an der der Pilz in die Zelle einzudringen versuchte. Zur Infektionsstelle richten
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sich die zelluldren Aktinfilamente aus (Abb. 3.18, auerdem [160]). An der Infek-
tionsstelle und um sie herum bilden feine Aktinfilamente ein dichtes Netzwerk,
eine Art Kappe (Abb. 3.19, [50]). Die Akkumulation von Profilin an einer Infekti-
onsstelle wurde noch nicht beschrieben. Profilin bildet aber eine Art Kappe an der
Spitze von wachsenden Wurzelhaaren, zu der sich die Aktinfilamente ausrichten
[18]. Diese Kappe verschwindet, wenn der Inhibitor Mastoparan zugegeben oder
die Aktindynamik durch Cytochalasin unterbunden wird [18]. Uber die Funktion
dieser Profilinkappe ist wenig bekannt. Man weif3 aber, dafl in tierischen Zellen
Profilin vorwiegend in Regionen mit hoher Aktindynamik zu finden ist, so z.B.
in kortikalen Bereichen, in Filopodien und “membrane ruffles” [158]. In Listeria-
infizierten Vertebratenzellen wird Profilin in den “Kometenschweifen” aus Aktin-
filamenten gefunden, die zur intrazelluldren Fortbewegung des Parasiten Listeria
notwendig sind. Wie in anderen Systemen scheint auch hier die Funktion von
Profilin eher eine Regulation oder Modulation der Dynamik der Aktinfilamente
zu sein [152].

Profilin kann das Wachstum von Aktinfilamenten gezielt fordern. An Profilin
gebundene Aktinmonomere konnen effizienter an das Plusende bestehender Fi-
lamente gebunden werden als Aktinmonomere ohne Profilin [146, 182]. Bindung
von Aktin an Profilin behindert die Filamentelongation nicht [182].

Profilin-Bindung kann aber die spontane Initiation der Filamentbildung eben-
so hemmen wie die Filamentverlingerung am Minus-Ende [190]. Da Filament-
verlingerung am Plusende, Filamentverlingerung am Minusende und Initiaiton
der Filamentneubildung konkurrierende Prozesse sind, fiihrt die Hemmung der
beiden letzteren durch Profilin dazu, dal die Filamentverlingerung am positi-
ven Ende effizienter ablauft als ohne Profilin. Sind die Plusenden allerdings z.B.
durch ein Capping-Protein besetzt und stehen sie darum zur Verldngerung nicht
zur Verfiigung, iberwiegt die sequestrierende Wirkung von Profilin [13, 141].

Die Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle konnte gezeigt werden.
Seine Funktion ist moglicherweise die Steuerung der Dynamik von Aktinfilamen-
ten.

In Abb. 3.14 besonders gut zu sehen ist die Form, in der Profilin an der Infek-
tionsstelle akkumuliert, es scheint die eindringende Hyphe zu umgeben. Fiir die
Ablagerung von Kallose zur Abwehr einer Infektion durch ein pilzliches Patho-
gen beschreiben Skalamera et Heath die Bildung einer Art Schlauch entlang der
eindringenden Hyphe [168].

Es stellt sich die Frage, welches die Faktoren sind, die die Lokalisation von
Profilin in der Zelle beeinflussen. Da Profilin zwei bekannte Bindungsstellen fiir
Liganden aufler Aktin hat, kommen mindestens zwei Interaktionspartner in Be-
tracht. Diese Interaktionspartner sind beide, zumindest in Tieren, mogliche Be-
standteile von Signaltransduktionswegen [71, 158].

Ein Interaktionspartner von Profilin ist das Phospholipid Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphat (PIP;), das u.a. in Membranen gefunden wird. Die Lokalisation
von Profilin kann durch seine Bindung an PIP, bestimmt werden. Moglicherweise
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nimmt auch Profilin seinerseits Einflufl auf die Signaltransduktion in der Zelle.
Profilin kann an “Cluster” von PIP; binden. An Profilin gebundenes PIPy kann
nicht durch Phospholipase Cy (PLC) hydrolysiert werden, es sei denn, die Phos-
pholipase wére selbst phosphoryliert. Hydrolyse von PIP; und Phosphorylierung
der Phospholipase sind {ibliche Schritte in der Signaltransduktion. Profilin kann
PIP5 und Aktin nicht gleichzeitig binden, so kann die Phosphorylierung von PLC
Profilin zur Aktinbindung freisetzen [182].

AufBlerdem interagiert Profilin mit Poly-L-Prolin-reichen Abschnitten in Prote-
inen. Zu den Proteinen mit Poly-L-Prolin-reichen Abschnitten gehort u.a. VASP
(Vasodilator-stimulated Phosphoprotein), ein Protein, das in Sdugern Substrat
einer nukleosidmonophosphatabhéngigen Kinase und also Teil von Signaltrans-
duktionsketten ist. Es wurde gezeigt, dal Profilin aus Birke mit humanem VASP
interagieren kann [152]. Andere Proteine mit PLP sind FH-Proteine, sie enthal-
ten eine Formin-Homologie-Doméne. FH-Proteine sind an der Etablierung der
Zellpolaritit und an der Zytokinese beteiligt [158].

Aufler seiner bekannten Funktion als Aktin-bindendes Protein hat Profilin al-
so noch weitere Funktionen, die es eher als Signalmolekiil erscheinen lassen. Eine
neue Funktion wurde kiirzlich beschrieben. Profilin kann den Phosphorylierungs-
status von zytoplasmatischen Proteinen beeinflussen. Die in wvitro mit zytosoli-
schen Extrakten aus Pollenschlduchen durchgefithrten Experimente zeigen, dafl
die Zugabe von Profilin die Phosphorylierung von Proteinen hemmt, wéhrend es
gleichzeitig die Phosphorylierung anderer Proteine des gleichen Extraktes sogar
fordern kann, und das in Konzentrationen, die wesentlich geringer sind als die
Konzentrationen, die die Zytoarchitektur verdndern [26, 48].

Uber die Funktionsweise ist wenig bekannt, eventuell kommt Profilin aber
eine noch wichtigere Rolle bei der Regulation zelluldrer Prozesse zu als bisher
angenommen.

Profilin kann — zumindest in Hefe — auch mit einem weiteren Signalweg intera-
gieren. In Hefezellen, in denen ein Effektor der Ras-GTPase gestort ist, fiihrt die
Uberexpression von Profilin zu einer Wiederherstellung der normalen Morpholo-
gie der Zellen [182].

Ob Profilin auch bei der moglicherweise lokalen Signaltransduktion bei der
Infektion eine Rolle spielt, kann durch die hier beschriebenen Experimente nicht
geklart werden.

Es muf} darauf hingewiesen werden, daf3 es sich bei den oben diskutierten Er-
gebnissen um die Lokalisation von Profilin handelt, {iber die Funktion von Profilin
bei der Infektionsabwehr konnen diese Experimente leider keine Auskunft geben.
Trotzdem ist auch die Lokalisation eine wichtige Information. Sie korreliert mit
der infektionsbedingten Reorientierung der Aktinfilamente ([50], diese Arbeit),
was eine Funktion in diesem Prozefl als Teil der zelluliren Abwehrstrategie zu-
mindest vermuten laft. Die Lokalisation ist spezifisch fiir Profilin, was folgende
Experimente und Uberlegungen belegen:
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e Die zur intrazelluldren Lokalisation von Profilin verwendeten Antikorper
wurden vor ihrem Einsatz gegen Profilin affinitédtsgereinigt. Thre Spezifitét
wurde im Western Blot {iberpriift (Abschnitt 3.1.1).

e Die Spezifitdt der Bindung wurde in Kompetitionsexperimenten iiberpriift,
zunéchst in Proteinextrakten im Western Blot, was die Spezifitit belegte.
Zusétzlich wurde die Spezifitdt der Immunlokalisation bewiesen, indem der
den priméren Antikorper enthaltenden Inkubationslosung heterolog expri-
miertes Profilin zugesetzt wurde, wodurch sowohl die Fluoreszenzmarkie-
rung an der Infektionsstelle als auch die im Kern verschwanden. Das Fluo-
reszenzsignal in der Zelle an der Infektionsstelle und im Zellkern riihrte also
von Profilin her.

e Die Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle ist spezifisch fiir dieses
Protein, da ein anderes untersuchtes Protein, ein Transkriptionsfaktor der
WRKY-Familie, nicht an dieser Stelle zu finden war. Es handelte sich also
weder um einen Artefakt, der beispielsweise durch die Fixierung der Zellen
entstanden sein konnte, noch um eine allgemeine Ansammlung von Protei-
nen an dieser Stelle. Man muf} also davon ausgehen, dafl Profilin spezifisch
zur Infektionsstelle rekrutiert wird.

e Damit korrelierte die Beobachtung der Reorientierung der Aktinfilamente
zur Infektionsstelle, was besonders eindrucksvoll in Doppelfarbungsexperi-
menten gezeigt wurde. Es war also nicht nur Profilin an der Infektionsstelle
lokalisiert, sondern auch sein Bindungspartner Aktin, verbunden mit der
Reorientierung der zelluldren Aktinfilamente.

Auch wenn er hier nicht gezeigt wurde, 148t sich ein funktioneller Zusammen-
hang zumindest vermuten. Weitergehende Uberlegungen lassen vermuten, dafl die
Lokalisation von Profilin die von Aktin bestimmt — und nicht umgekehrt.

4.2.2 Profilin-Expression bei Pathogenbefall

Weiterhin wurde untersucht, ob die Akkumulation von Profilin an der Infektions-
stelle mit einer erhdhten Expression von Profilin einhergeht. Diese Untersuchun-
gen wurden in Arabidopsis thaliana durchgefithrt. Es wurde die Expression aller
fiinf Profiline vor der Infektion mit einem Nichtwirtpathogen und zu verschie-
denen Zeitpunkten wihrend der Infektion bestimmt. Erwartungsgeméfl konnte
die Expression der pollenspezifischen Profiline PRF4 und PRF5 nicht nachgewie-
sen werden, unabhéngig von der Infektion. Die Expression der Profiline PRF1,
PRF2 und PRF3 war deutlich erkennbar, allerdings konnte kein Unterschied in
der Profilinexpresison zwischen einem nicht stimulierten und einem infizierten
Blatt festgestellt werden.
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Profiline unterliegen, so wie alle anderen Proteine auch, einem sténdigen
Umsatz, neues Profilin wird synthetisiert, wiahrend bestehende Molekiile abge-
baut werden. Dieser normale Umsatz wurde nicht durch die versuchte Infekti-
on des Nichtwirtspathogens Blumeria graminis beeinflufit. Andererseits konn-
te die Verdnderung der Profilinexpression im Verhéltnis zum normalen Durch-
satz so gering sein, dafl sie mit diesem Experiment nicht nachgewiesen werden
kann. Auch auf der Internetseite der Arabidopsis Information Resource (TAIR,
http://arabidopsis.org/tools/bulk /microarray /index.jsp) konnte kein Hinweis auf
eine Induktion der Profilinexpression durch Befall der Pflanze mit einem Patho-
gen gefunden werden.

Verénderte Expression ist aber nicht die einzige Moglichkeit, die Aktivitéat
eines Proteins zu beeinflussen. Eine andere Moglichkeit sind posttranslationale
Modifikationen. Die Aktivitdt und Lokalisation eines Proteins kann durch Modifi-
kationen wie Phosphorylierung oder Dephosphorylierung, aber auch Azetylierung
oder Geranylierung beeinflufit werden. Von den erwahnten Modifikationen wurde
fiir pflanzliches Profilin bisher nur die Phosphorylierung beschrieben [52, 62]. Al-
lerdings ist nicht bekannt, ob sie mit Pathogenbefall in Zusammenhang gebracht
werden kann und wie sich diese Verdnderung auf die Aktivitdt oder Funktions-
weise von Profilin auswirkt.

Schliellich besteht noch die Moglichkeit, die Wirkung von Profilin durch
Veranderung seiner subzelluldren Lokalisation zu verdndern. Liegt es z.B. in zel-
luldren Regionen vor, wo die Filamentenden der meisten Aktinfilamente z.B.
durch Capping Portein besetzt sind und folglich keine Aktinmonomere an be-
stehende Filamente angelagert werden konen, ist die Wirkung von Profilin
zwangslaufig eine sequestrierende und damit Filamente zerstérende. Hingegen
wirkt Profilin in Regionen, in denen die Aktinfilamente zur Verlingerung offen-
stehen, indem es Aktinmonomere bindet und diese bei der Filamentelongation
unterstiitzt, insgesamt also fordernd auf die gezielte Polymerisation von Aktin
[158].

Profilin kann also auch dann, wenn seine Expression durch Pathogenbefall
nicht verdndert wird, verdndernd auf das Aktinskelett einwirken und funktio-
nelle Bedeutung fiir die Reorientierung der Aktinfilamente und den Erfolg der
Pathogenabwehr haben.

4.2.3 Verringerte Profilin-Expression — Einfluf3 auf die Pa-
thogenabwehr

Die Lokalisation von Profilin an der Infektionsstelle wurde in Abschnitt 4.2.1
diskutiert. Die funktionelle Beteiligung von Profilin an der Infektionsabwehr soll-
te indirekt gezeigt werden. Auf die funktionelle Notwendigkeit von Profilin fiir
erfolgreiche Pathogenabwehr kénnte dann geschlossen werden, wenn eine Unter-
driickung der Funktion von Profilin zu einem veréinderten Verhalten der Zelle
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oder einer ganzen Pflanze bei Befall mit einem Pathogen fiihrt. Da es keine In-
hibtoren gibt, die spezifisch mit der Funktion von Profilin interferieren, wurde der
genetische Ansatz gewahlt. Da keine Mutanten gefunden worden waren, sollte die
Expression von Profilin in einzelnen Zellen der Blattepidermis von Arabidopsis
thaliana unterdriickt werden. Die Auswirkung der verminderten Profilinexpressi-
on auf die Abwehr einer Infektion mit einem Nichtwirtspathogen sollte untersucht
werden. Es sollte daher, wie in Abschnitt 4.1.3 diskutiert, die Expression von Pro-
filin nur in einzelnen Epidermiszellen unterdriickt werden und die Auswirkung auf
die Interaktion mit Blumeria graminis f. sp. hordei analysiert werden (“single cell
assay” ). Zum Ausschalten der Expression wurde die Methode des double stranded
RNA interference (dsRNAi) verwendet [194].

Blatter, deren Zellen mit PRF-dsRNAi-Konstrukten transformiert worden wa-
ren, wurden nach der Transformation mit Konidiosporen des Nichtwirtspathogens
Blumeria graminis f. sp. hordei inokuliert. Der zeitliche Abstand zwischen Infek-
tion und Transformation betrug bis zu fiinf Tagen. Weitere zwei Tage nach der
Infektion wurden die Blatter fixiert und gefarbt. Dabei markierte die Aktivitat
der B-Glukuronidase die Zellen, die auch mit dem PRF-dsRNAi-Konstrukt trans-
formiert worden waren. Solche Zellen, die sowohl infiziert, als auch transformiert
waren, sollten untersucht werden. Eine Koinzidenz der beiden Ereignisse trat
leider selten auf.

In eingen Fillen wurde eine erfolgreiche Haustorienbildung oder Ansétze ei-
ner solchen in Zellen beobachtet, die mit dem Pathogen infiziert und mit einem
Kostrukt zum Ausschalten der Expression eines Profilin-Genes transformiert wa-
ren. Diese Beobachtung wurde aber in so wenigen Zellen gemacht, daf§ sich darauf
keine wissenschaftliche Aussagen griinden lassen.

Das hier beschriebene Verfahren der ballistischen Transformation einzelner
Epidermiszellen eines Blattes und nachfolgender Infektion (“single cell assay”)
wird erfolgreich in Hordeum wvulgare angewandt [86, 164]. Zwei Griinde lassen
sich fiir die bestehenden Unterschiede anfiihren. Die viel seltenere Koinzidenz
von Transformation und Infektion einer Zelle wird einerseits durch die viel gerin-
gere Grofe der Zellen der Blattepidermis bedingt, zum anderen behindern auch
die Blatthaare von Arabidopsis thaliana einen Kontakt von Konidiospore und
Epidermiszellen und reduzieren folglich die Infektionshéufigkeit.

Um bessere Aussagen treffen zu konnen, sollten wesentlich mehr infizierte
und transformierte Zellen untersucht werden. Dazu wéren Mutanten hilfreich,
die einen Defekt in der Expression eines der Profilingene haben. Auch transgene
Pflanzen wéren hilfreich, die in jeder Epidermiszelle ein PRF-dsRNAi-Konstrukt
unter der Kontrolle eines dstradiolinduzierbaren Promotors tragen. Herstellung
und Testung solcher Pflanzen sind gerade im Gange.
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4.3 Zellpolarisation bei Infektion und Spitzen-
wachstum

4.3.1 Zytologie der Infektion

Die Reorientierung der Zytoplasmastringe in der befallenen Zelle bei versuchter
Infektion mit einem Nichtwirtpathogen war aus fritheren Arbeiten in der Arbeits-
gruppe Schmelzer bekannt [43, 50]. In dieser Arbeit wurde mittels indirekter im-
munzytochemischer Farbung mit Antikérpern gegen Aktin bestétigt, daff Aktin-
filamente die Grundlage fiir die reorientierten, zur Infektionsstelle gerichteten
Zytoplasmastriange bilden. In mehreren anderen Pflanzen wurde die Reorientie-
rung der Zytoplasmastringe zur Infektionsstelle bei Pathogenbefall beschrieben
(88, 89, 92, 161, 169].

Dabei sind Aktinfilamente von entscheidender Bedeutung [93]. In Monokoty-
ledonen sind aufler intakten Aktinfilamenten auch funktionierende Mikrotubuli
notwendig, um Pahtogene erfolgreich abzuwehren [126]. Wurde bei der Infektion
von Gerstenkoleoptilen Aktin- und Tubulin-Inhibitoren gleichzeitig angewandst,
blieben alle polarisierten Reaktionen wie Zytoplasmaaggregation, Papillenbildung
und Akkumulation autofluoreszierender Komponenten aus [91, 90].

Auch fiir Arabidopsis thaliana, das zweite experimentelle System dieser Arbeit,
wurde gezeigt, dafl sich Aktinfilamente bei Befall mit einem Nichtwirtpathogen,
mit Blumeria graminis f. sp. hordei, neu orientieren und sich zur Infektionsstelle
ausrichten. Konidiosporen von Blumeria graminis bilden zunéchst den priméren
Keimschlauch, der der Anheftung der Spore an das Blatt dient. Erst danach wird
das eigentliche Infektionsorgan, der Appressorienkeimschlauch, gebildet. In ein-
zelnen Fillen konnte sogar eine Reorientierung der Aktinfilamente in Zellen be-
obachtet werden, die selbst nicht infiziert wurden, auf deren Oberflache die Spore
aber mittels primédren Keimschlauchs angeheftet war. Aktinfilamente richteten
sich dann zu der Anheftungsstelle aus. Ahnliche Ergebnisse wurden noch nicht
publiziert. Carver et al. beschreiben detailiert das Infektionsverhalten von Blume-
ria graminis und bemerken, dafl der Appressiorienkeimschlauch meist eine andere
Zelle infiziert als die, an der der primére Keimschlauch haftet [22]. Zellen, die mit
dem priméren Keimschlauch in Beriihrung kamen, zeigen eine erhhte Resistenz
gegeniiber Infektion durch das Appressorium verglichen mit solchen Zellen, fiir
die das Appressorium den ersten Kontakt mit dem Pilz darstellt. Auch H5O, ist
in Zellen unterhalb des priméren Keimschlauchs zu finden [55]. Epidermiszellen
kénnen also auch die Anheftung des priméren Keimschlauch wahrnehmen. Die
Reorientierung der Aktinfilamente unterhalb des priméren Keimschlauchs ist ein
Zeichen dafiir.

Die Erkenntnis, dafl auch in Arabidopsis thaliana Aktinfilamente eine Re-
orientierung zur Infektionsstelle zeigen, ist ein wichtiger Schritt, da nun funk-
tionelle Untersuchungen auch in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana durch-
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gefithrt werden kénnen und auf die Mutantenpopulationen von Arabidopsis thalia-
na zuriickgegriffen werden kann. Eine Mutante, pen2, wurde im Rahmen dieser
Arbeit schon untersucht und hinsichtlich der Reorientierung der Aktinfilamete
mit dem Wildtypen verglichen. Dabei ergaben sich keine Unterschiede in der Re-
orientierung der Aktinfilamente. Nach Abschlufl der Laborarbeiten erschien ein
Artikel von Takemoto et al. iiber die zelluldre Reorganisation beim Befall von
Blattern von Arabidopsis thaliana mit Sporen von Peronospora-Arten. Die Auto-
ren zeigen auch eine Reorientierung der Aktinfilamente in den Zellen, in denen
Peronospora-Sporen Infektionsversuche unternehmen [181].

Wie in Abschnitt 4.2.1 diskutiert, wird Profilin in infizierten Petersilienzellen
an der Infektionsstelle gefunden. Diese Erkenntnis liel uns fragen, ob auch ein
weiterer bekannter Bindungspartner von Profilin, das Phospholipid PIP,, an der
Infektionsstelle zu finden sei. Zunédchst mufiten Antikorper gegen oder andere
Marker fiir PIP, gefunden werden. Antikérper gegen PIP; werden von mehreren
Autoren beschrieben [19, 183]. Weder aus den dort genannten Quellen noch von
den Autoren selbst konnten Antikorper gegen PIP, bezogen werden. Abruzova
et al. [4] verwenden fluoreszent markiertes Neomyzin, um PIP; in Membranen
zu lokalisaieren. Auflerdem enthélt dieser Artikel einen Hinweis auf die Firma
Echelon Bioscience Incorporation (Salt Lake City, Utah, USA), von der wir dann
Antikorper gegen PIPy beziehen konnten.

Dieser Antikorper wurde zunéchst in Wurzelhaaren von Petroselinum crispum
und Arabidopsis thaliana getestet, um das Verfahren zur Fixierung und Inkuba-
tion zu optimieren. Ein hohes Antikorpersignal wurde an der Spitze wachsender
Wurzelhaare gefunden, wie es auch Braun et al. beschreiben [18]. Allerdings zeig-
ten in Kontrollexperimenten auch solche Wurzelhaarspitzen Fluoreszenzsignale,
die nicht mit Antikorper behandelt waren, so daf3 diese Ergebnisse keine Aussage
fiir weitere Experiemnte lieferten.

Trotzdem wurden Experimente zur Immunlokalisation von PIP, in infizierten
Suspensionskulturzellen von Petroselinum crispum durchgefithrt. Fluoreszenzsi-
gnale wurden im Nukleus festgestellt. An der Plasmamembran konnte nur wenig,
an der Infektionsstelle kein Antikorpersignal nachgewiesen werden, trotz mehr-
facher Variation mehrerer experimenteller Parameter. Dieser Ergebnis entsprach
nicht den Erwartungen. Die Ursachen hierfiir konnen biologische wie experimen-
telle sein. Moglicherweise konnte PIP,, auch wenn es an der Infektionsstelle loka-
lisiert war, mit diesen Methoden nicht nachgewiesen werden, weil es in zu geringer
Konzentration vorlag, weil es durch die Behandlung der Zellen von der Plasma-
membran entfernt wurde oder weil es moglicherweise gebunden und darum fiir
Antikorper nicht zugénglich vorlag. Moglich ist auch, dafl PIP,, entgegen unse-
ren Erwartungen, tatséchlich nicht an der Infektionsstelle lokalisiert war. Drittens
kann es sein, dafl PIP, zwar an der Infektionsstelle lokalisiert war und auch nach-
weisbar gewesen wire, aber zu dem Zeitpunkt, zu dem die Hyphe des infizierenden
Pilzes und die infizierte Zelle so fest miteinander verbunden waren, daf sie fixiert
werden konnten, schon nicht mehr dort lokalisiert war. In wachsenden Wurzel-
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haaren lokalisiert PIP, an der Wurzelspitze. In ausgewachsenen Wurzelhaaren ist
PIP; nicht mehr an der Spitze zu finden [18]. Hingegen gibt es mehrere Belege fiir
PIP; im Zellkern von Saugetierzellen. So konnen Martelli et al. Phosphatidylino-
sitol, Phosphatidylinositolphosphat (PIP) und Phosphatidylinositolbisphosphat
(PIP3) im Zellkern nachweisen. Mit zelluldren Differenzierungsprozessen einher
geht ein Anstieg der Konzentration von PIP und PIP, im Zellkern [110]. Bo-
ronenkov et al. finden auch die Enzyme der Phosphoinositid-Signaltransduktion
im Kern. Sie lokalisieren mit Teilen der Maschinerie zum “processing” von pre-
mRNA in “nuclear speckles” [17]. Osborne et al. belegen sogar die Notwendigkeit
des Vorhandenseins von PIP; im Kern in den “nuclear speckles” fiir das korrekte
“splicing” der pre-mRNA [139].

Ebenfalls mit der Reorganisation des Zytoskeletts in Verbindung gebracht wer-
den kleine GTPasen als Signalmolekiile. Es gibt eine Vielzahl kleiner GTPasen,
sie werden in der RAS-Uberfamilie zusammengefat. Diese RAS-Uberfamilie un-
terteilt sich in mehrere Familien, in die Familien der RAS-, der RAN-, der RAB-,
der RHO- und der ARF/SAR-GTPasen. Diese Familien unterteilen sich weiter
in verschiedene Unterfamilien. So gehoren zur Familie der RHO-GTPasen, die
an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt sind, die RHO-, die RAC- und die
CDC42-GTPasen, auBlerdem gehoren zu ihr die ROP-GTPasen als pflanzenspezi-
fische Unterfamilie der RHO-GTPasen [9, 11]. In Pflanzen gibt es sehr viel Rop-
GTPasen, in Arabidopsis thaliana sind es mindestens zwolf [9]. In dieser Arbeit
werden die Bezeichnungen Rop und Rac fiir bestimmte GTPasen aus Arabidopsis
thaliana darum parallel verwandt, weil AtRac2 und AtRac7 noch keine Bezeich-
nungen als Rop aus Arabidopsis thaliana zugeordnet wurden.

In Hefe sind Rac, Cdc42 und Rho an verschiedenen Prozessen der Reorganisa-
tion des Aktinskeletts beteilgt [186]. In Pflanzen sind es nur Mitglieder der Rop-
Unterfamilie, die wichtige Funktionen bei der Aktinorganisation und zelluldren
Wachstumsprozessen ausiiben [203]. Antikorper gegen eine kleine GTPase der
Rop-Unterfamilie, gegen Rop4 aus Arabidopsis thaliana, wurden freundlicherwei-
se von Dr. Arthur Molendijk zur Verfiigung gestellt. In Vorversuchen wurden
die Antikorper in Wurzeln von Arabidopsis thaliana eingesetzt, es ergab sich ein
dhnliches Bild wie das von Molendijk et al. [124] publizierte. Auch in Wurzeln
von Petroselinum crispum ergab sich ein Bild, das dem fiir Wurzeln von Arabi-
dopsis thaliana publizierten sehr dhnlich war. Daraus wurde geschlossen, daf3 der
Antikorper auch in Petroselinum crispum ein Protein erkennt, das eine dhnliche
Funktion wie Rop4 in Arabidopsis thaliana ausiibt und deshalb auch in Petrose-
linum crispum und insbesondere in infizierten Zellen von Petroselinum crispum
einsetzbar ist.

Antikorper gegen Rop4 aus Arabidopsis thaliana ergaben in infizierten Zellen
von Petroselinum crispum ein schwaches, aber deutliches Signal an der Stelle,
an der das pilzliche Pathogen in die Zelle einzudringen versucht. Es ist also ein
Protein mit Ahnlichkeit zu AtRop4 an der Infektionsstelle lokalsisiert. Man kann
vermuten, dafl die Zelle es spezifisch dort lokalisiert. Man kann weiterhin vermu-
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ten, dafl seine Lokalisation an der Infektionsstelle von funktioneller Bedeutung
fiir die Zelle und die Pathogenabwehr ist.

Daf} ein Protein der pflanzenspezifischen Rac-Unterfamilie funktional an der
Infektionsabwehr beteiligt ist, zeigen Ono et al. Reispflanzen, die aktivitéts-
verdnderte Formen der kleinen GTPase OsRacl (sie gehort zur pflanzenspezifi-
schen Unterfamilie der RAC-Familie) exprimieren, zeigen verdnderte Reaktionen
auf Infektion mit Pathogenen. Werden Reispflanzen, die die konstitutiv aktive
Mutante der GTPase OsRacl exprimieren, mit einem fiir diese Sorte eigentlich
kompatiblen pilzlichen oder bakteriellen Pathogen infiziert, zeigen sie erhéhte
Resistenz. Damit korreliert eine erhchte Produktion des Phytoalexins Momilak-
ton A. Werden hingegen Reispflanzen, die mit der dominant negativen Mutante
von OsRacl transformiert sind, mit einem inkompatiblen Pilz infiziert, ermdogli-
chen sie diesem weitgehendes Wachstum und sind nicht in der Lage, sich erfolg-
reich gegen die Infektion zu verteidigen. Erstaunlicherweise ist in diesen Pflanzen
die Phytoalexinproduktion gegeniiber dem Wildtyp nicht verandert [138]. OsRacl
wirkt also nicht ausschliellich iiber die Verdnderung der Phytoalexinproduktion.

Man bringt die kleinen GTPasen auch in Zusammenhang mit der Erzeugung
reaktiver Sauerstoffmolekiile. Zum Beispiel induziert die Expression der GTPase
OsRacl aus Reis in Suspensionszellkultur die vermehrte Erzeugung von H,O,
[85]. Die Expression von konstitutiv aktivem OsRac in transgenen Pflanzen fiihrt
zu vermehrter Bildung von HyOs, Autofluoreszenz und spontanem Zelltod [138].
Die Erzeugung von HyOy durch OsRacl kann durch Diphenyliodonium (DPI)
verhindert werden. DPI ist ein Inhibitor der NADPH-Oxidase in tierischen Zellen
[85].

Auch tierische Zellen verteidigen sich gegen Pathogene durch Entwicklung re-
aktiver Sauerstoffmolekiile. Sie besitzen dafiir einen aus mehreren Komponenten
aufgebauten Komplex, der bei Bedarf assembliert wird. Das wird zum Beispiel bei
Nishimoto et al. beschrieben [134]. Die Aktivierung des Komplexes zur Oxidation
von NADPH bedeutet gleichzeitig seinen Zusammenbau. Es assoziieren die zy-
tosolischen Komponenten p477"°* p67P"** und Rac mit dem membranstindigen
Flavocytochroms bsss. Der entstehende Komplex ist membranassoziiert. Ahnlich
wie in Sdugerzellen kénnen auch in Pflanzenzellen reaktive Sauerstoffmolekiile
durch einen NADPH-Oxidase-Komplex gebildet werden [204]. Analoge einzelner
beteiligter Proteine oder ihrer Untereinheiten sind bereits in Pflanzen identifiziert
worden [34, 186]. Xing et al. zeigen, dafl die Zugabe von Elizitor zu Suspensions-
kultur von Tomatenzellen die Translokation der Komponenten p47Phor  p67Phor
und Rac aus dem Zytosol zur Membran bewirkt [200]. Reaktive Sauerstoffmo-
lekiile spielen in tierischen Zellen eine wichtige Rolle im programmierten Zelltod.
Damit dieser ablduft, miissen die Stoffwechselwege, die normalerweise der Ent-
giftung reaktiver Sauerstoffmolekiile dienen, wirkungsvoll unterdriickt werden.

Naton et al. untersuchen die Infektion von Petersiliezellen aus Suspensions-
kultur. Dabei konnen sie zeigen, dafl die intrazelluldre Entwicklung reaktiver
Sauerstoffmolekiile mit dem hypersensitiven Zelltod der untersuchten Zellen kor-
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reliert [129]. Die Unterdriickung der Entwicklung reaktiver Sauerstoffmolekiile
fithrt zu einer Abnahme des hypersensitiven Zelltods bei Zugabe von Elizitor, die
Hemmung von Radikalfingern fithrt zur Zunahme des hypersensitiven Zelltods
in Nichtwirtspathogenbeziehungen [69]. Eine NADPH-abhingige Entwicklung re-
aktiver Sauerstoffmolekiile wurde in isolierten Membranen von Kartoffelknollen
nach deren Verwundung nachgewiesen [35].

Hiickelhoven et al. schreiben, dafl die Entwicklung von HyO4 eng mit der Bil-
dung von effektiven Papillen verbunden ist. Es zeigen nur solche Zellen eine nen-
nenswerte lokale Entwicklung von H5O,, die sich durch Bildung einer Papille
effektiv gegen den eindringenden Pilz verteidigen konnen. Auch Zellen, in denen
die HyO,-Bildung geringer ausfillt oder ganz fehlt, bilden unter Umstédnden Pa-
pillen. Diese reichen aber nicht aus, um das Wachstum des Pilzes aufzuhalten
[55].

H50, kann auch als Entwicklungssignal fungieren. Zum Beispiel korreliert
die Produktion von HyO5 in Baumwollfasern (Gossypium hirsutum) zeitlich mit
der Bildung sekundarer Wandstrukturen. Inhibition der H,Os-Produktion oder
Abfangen des zelluliren HyO5 verhindern die Differenzierung der sekundéren
Zellwéinde, auflerdem fiihrt die externe Zugabe von H,O, zur vorzeitigen Bil-
dung sekundérer Wandstrukturen. Expressionsanalysen ergaben, daf§ die GTPase
Racl3 aus Gossypium hirsutum (GhRacl3) stark exprimiert wird, wenn die Dif-
ferenzierung sekundérer Zellwéinde beginnt. Es ergibt sich also zumindest eine
zeitliche Korrelation von Differenzierung, Entwicklung von HyOy und Expres-
sion der GTPase GhRacl13. Dafi GhRac13 tatséchlich Einflu auf die Erzeu-
gung von HyOy hat, zeigen Experimente, bei denen Suspensionskulturzellen von
Arabidopsis thaliana und Glycine mazx mit der konstitutiv aktiven Form von
GhRacl13 transformiert werden und sich deren H,Os-Produktion stark erhoht,
wahrend die Transformation mit dominant negativem GhRacl3 zu geringerer
Hy04-Produktion fiithrt [147]. Welche Bedeutung die Expression der GTPasen
GhRac13 und die Entwicklung von HoOy wihrend der Synthese der sekundéren
Zellwand in Baumwollfasern haben konnten, dariiber gibt dieser Artikel keine
Auskunft. Ob HyO, moglicherweise direkt an der Bildung der Zellwand beteiligt
ist und diese in dhnlicher Weise unterstiitzt, wie man das bei der Papillenbildung
in von Infektion bedrohten Zellen findet, ist nicht bekannt. Man vermutet, dafl
reaktive Sauerstoffmolekiile an der Bildung bzw. Verfestigung der Papille in der
Weise beteiligt sind, dafl sie dort abgelagerte Substanzen durch Oxidationsre-
aktionen miteinander verbinden und so zur Verhértung der Ablagerung fiithren
[160].

Auch fiir kleine GTPasen der Rop-Unterfamilie ergeben sich zwei mogliche
Wege der Beteiligung an der Pathogenabwehr in infizierten Pflanzenzellen. Der
eine Weg ist die Steuerung der Entwicklung reaktiver Sauerstoffmolekiile, die
sowohl mit der Bildung von Papillen, als auch mit dem hypersensitiven Zelltod
in Zusammenhang stehen [100, 102, 129, 160, 164]. Die andere mégliche Form der
Beteiligung ist die EinfluBnahme auf die Architektur von Aktinfilamenten, wie
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sie in Hefe in Hefe beschrieben wurde [204].

Auch in permeabilisierten Blutpldattchen beeinfluft Rac die Dynamik der
Aktinfilamente, ndmlich ihre Bereitschaft, zur Polymerisation zur Verfiigung zu
stehen. In menschlichen Blutplédttchen stellen Rac und PIP, Komponenten der Si-
gnaltransduktionskette dar, die durch TRAP, ein Thyrosin-Rezeptor-assoziiertes
Peptid, induziert wird und zum “Uncapping” von Aktinfilamenten an deren Plus-
Ende fithrt. Aktinfilamente, deren Enden nicht mehr durch ein “Capping Protein”
besetzt sind, konnen durch Anlagerung von Aktinmonomeren verldngert werden.
Dieser Prozefl der Filamentverlingerung wird auch durch Profilin unterstiitzt
[63]. In tierischen Zellen sind Phospholipidkinasen Effektoren der GTPasen der
Rho-Familie, bestimmte Kinasen sind bestimmten GTPasen zugeordnet, Rac
und Cdc42 aktivieren PI-3-Kinasen, wihrend PIP-Kinasen Effektoren der Rho-
Unterfamilie sind [204]. Die Expression von Aktivitdtsmutanten von AtRac2 in
wachsenden Pollenschlduchen fithrt zu einer drastisch veréinderten Aktinarchitek-
tur [95].

4.3.2 Analogien zum Spitzenwachstum?

Die meisten pflanzlichen Zellen wachsen durch diffuses oder diffuses polares
Wachstum [45], besonders spezialisierte Zellen zeigen jedoch wihrend ihrer Ent-
wicklung Spitzenwachstum [70]. Beispiele hierfiir sind keimende Farnsporen und
Moosprotonemata, aber auch die gut untersuchten Pollenschlduche und Wurzel-
haare [45, 124, 171]. Spitzenwachstum setzt eine starke Polarisation der wach-
senden Zelle voraus. Die Zellelongation geschieht durch Sekretion von Zell-
wandmaterial am Wachstumspol, an der Zellspitze. Starke zytoplasmatische
Aktivitat ist am Wachstumspol von Pollenschldauchen zu beobachten, Vesikel,
die Vorldufermolekiile von Zellwandbestandteilen enthalten (“Cargo-Vesikel”),
werden zum Wachstumspol gebracht und verschmelzen dort mit der Plasma-
membran, wodurch sowohl die Zellwand als auch die Plasmamembran wachsen
[42]. Zytoplasmastromung geschieht entlang longitudinaler Aktinfilamente oder
-filamentbiindel, am Wachstumspol aber sind keine Filamentbiindel zu erkennen,
sondern ein dichtes Netzwerk aus eher feinen Aktinfilamenten [96]. Hier ergibt
sich die erste und auffallendste Analogie zwischen Spitzenwachstum und Patho-
genabwehr. Von Pathogeninvasion bedrohte Zellen haben zwar nicht notwendig
einen Wachstumspol, es stellt aber die Stelle der versuchten oder erfolgenden In-
fektion ein Zentrum hoher zytoplasmatischer Aktivitat dar, sie bildet einen neuen
Aktivitéitspol der Zelle. Zu ihm orientieren sich die transvakuoldren Zytoplasma-
strédnge entlang von Aktinfilamentbiindeln [92]. Der Zellkern begibt sich in einem
GroBteil der untersuchten Zellen in die Néhe des Aktivitatspols [43, 54|, wie auch
in Wurzelhaaren der Zellkern in der Ndhe des Wachstumspols zu finden ist [6].
Dieser Prozef} ist anféllig gegeniiber Cytochalasin. Werden Suspensionskulturzel-
len von Petroselinum crispum vor oder wahrend einer Infektion oder simulierten
Infektion mit dem Inhibitor der Aktinpolymerisation behandelt, sind Reorientie-
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rung der Zytoplasamstréinge und Kernwanderung nicht zu beobachten [50, 54].
Auch in Gerste und Arabidopsis thaliana wird durch Cytochalasin Nichtwirtpa-
thogenen eine erfolgreiche Infektion ermoglicht [93, 105]. Cytochalasine wirken
auch auf das Spitzenwachstum inhibitorisch [6, 18].

Die Untersuchung des Aktin-bindenden Proteins Profilin zeigte, daf§ Profilin
an der Infektionsstelle lokalisiert ist. Uber die Funktion dieser Lokalisation am
Aktivitdtspol kénnen nur Vermutungen angestellt werden. Man weify, dal Pro-
filin auch am Wachstumspol von Wurzelhaaren und Pollenschlduchen zu finden
ist. In Pollenschldauchen wurde Profilin mittels Antikérperfarbung nachgewiesen
[123]. In wachsenden Wurzelhaaren sind sowohl Profilinals auch seine mRNA am
Wachstumspol zu finden [6]. Die Autoren zeigen auch, dafl diese Lokalisation
von einem funktionierenden Aktinskelett abhéngt [6]. Das suggeriert, daff die Lo-
kalisation von Profilin durch Aktin bestimmt wird, moglich ist aber auch, dafl
Profilin die Orientierung und Dynamik von Aktinfilamenten lokal beeinflut und
diese wiederum die Lokalisation von Profilin am Wachstumspol aufrechterhal-
ten. Einen Hinweis auf mogliche Funktionen von Profilin fiir das Wachstum des
Wurzelhaares konnten Ramachandran et al. geben. Keimlinge mit reduziertem
Profilin-Gehalt (PFN-U) haben kiirzere Wurzelhaare, wéhrend die Wurzelhaa-
re von Pflanzen, die PRF1 iiberexprimieren (PFN-O), ungefihr doppelt so lang
sind wie die von Wildtyppflanzen [149]. Hingegen schreiben McKinney et al., daf3
Keimlinge, deren Profilin-Gehalt unter dem des Wildtyps liegt, mehr und liangere
Wurzelhaare haben als Wildtypkeimlinge [27]. Im letzteren Fall erkléren das die
Autoren damit, dafl durch fehlendes Profilin in der Zelle weniger G-Aktin seque-
striert wird und so mehr Aktinmonomere zur Filamentelongation zur Verfiigung
stehen. Keiner der beiden Artikel geht auf die Ergebnisse des anderen ein.

Mit PIP, und der Rop-GTPase werden in dieser Arbeit zwei weitere, am
Wachstumspol von Pollenschlauchen und Wurzelhaaren lokalisierte Substanzen
untersucht. PIP, ist in Wurzelhaaren an der Spitze zu finden [18], Kost et al.
zeigen, dafl die Lokalisation von PIP, am Wachstumspol von Pollenschlduchen
und die Zugénglichkeit fiir seine Bindungspartner entscheidend fiir das korrek-
te Wachstum von Pollenschliuchen sind [95]. PIP, ist als Vorldufer der Signal-
molekiile IP3 und DAG bekannt. Zunehmend wird seine Bedeutung als eigenes
Signalmolekiil erkannt [71]. PIPy wird, wenn es Profilin bindet, dadurch vor der
Hydrolyse durch die phosphoinositid-spezifische Phosphlipase C (PLC) geschiitzt,
aber nur, solange letztere nicht phosphoryliert ist. Die Phosphorylierung der PL.C
ermoglicht es dem Enzym, PIP, auch dann zu hydrolysieren, wenn es an Profilin
gebunden ist. Dabei entstehen IP3 und DAG. Auflerdem wird Profilin freigesetzt,
das nun nicht langer durch PIPy gebunden ist. Die Hydrolyse von PIP; ist also
eine Moglichkeit, regulierend in die Dynamik von Aktinfilamenten einzugreifen.

In menschlichen Blutplédttchen stellen Rac und PIP, Komponenten der Si-
gnaltransduktionskette dar, die durch TRAP, ein Thyrosin-Rezeptor-assoziiertes
Peptid induziert wird und zum “Uncapping” von Aktinfilamenten an deren Plus-
Ende fiihrt und so Filamentverlangerung ermoglicht. Dieser Proze3 der Fila-
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mentverldngerung wird auch durch Profilin unterstiitzt [63]. In tierischen Zellen
sind Phospholipidkinasen Effektoren der GTPasen der Rho-Familie, bestimmte
Kinasen sind bestimmten GTPasen zugeordnet, Rac und Cdc42 aktivieren PI-3-
Kinasen, wihrend PIP-Kinasen Effektoren der Rho-Unterfamilie sind [204].

GTPasen stellen einen “Hauptschalter” in der Entwicklung zelluldrer Polaritét
dar. Threr Regulation unterliegen mehrere Aspekte zelluldrer Polaritét, sie sind
sowohl an der Definition der Stelle, an der das Wurzelhaar auswachsen wird, als
auch an der Regulation und Aufrechterhaltung des Wurzelhaarwachstums be-
teiligt [46]. Die Uberexpression der konstitutiv aktiven Aktivititsmutante von
Rop in Pollenschléduchen von Tabak fiihrt zu einer gravierend veréanderten Aktin-
Organisation [186]. Ropl ist in Pollenschléuchen von Erbsen an der Spitze des
Pollenschlauches zu finden. Das Wachstum des Pollenschlauches kommt zum Er-
liegen, wenn Antikérper gegen Ropl injiziert werden. Man nimmt an, dafl Rop1
auBlerdem eine Rolle spielt bei der Selektion der Stelle, an der das Pollenkorn
keimen wird [104, 203].

Auch die Uberexpression von AtRac2 und, noch mehr, ihrer konstitutiv aktiven
Aktivitdtsmutante fithren zu verdnderter Architektur des Aktinskeletts und zu
verdanderter Morphologie des wachsenden Pollenschlauches. Die Expression der
dominant negativen Aktivitdtsmutante 1483t das Pollenschlauchwachstum sofort
zum Erliegen kommen [95].

Auflerdem zeigen Kost et al., dal die GTPase AtRac2 mit der Phosphatidyli-
nositolphosphatkinase PI-4-P-5-Kinase in physische Interaktion tritt. Die Kinase
stellt also wahrscheinlich einen Effektor der GTPase dar und PIP; ein Signalmo-
lekiil im Signalweg unterhalb der GTPase [95].

PIP5 und Rho-GTPasen sind also Teil der Signaltransduktionskette, deren Ziel
die Architektur der Aktinfilamente ist, moglicherweise iibt diese Signalkaskade
ihre Wirkung auch iiber Profilin aus.

Ob es einen #hnlichen Signalweg in infizierten Zellen gibt, kann noch nicht
gesagt werden. In Immunlokalisationsexperimenten wurde die Lokaslisation von
Rop und Profilin an der Infektionsstelle gezeigt, zu der sich die Aktinfilamen-
te ausrichten. Infektionsexperimente mit aktivitdtsverdnderten Mutanten kleiner
GTPasen lassen ihre Beteiligung an der Ablagerung von Kallose gegen den ein-
dringenden Pilz vermuten. Die Erhebung dieser Daten ist aber nicht umfangreich
genung, um darauf eine Aussage griinden zu konnen. Aulerdem sind in jiingster
Vergangenheit zwei Artikel erschienen, die zeigen, dafl die Féhigkeit einer Zel-
le, Kallose gegen eindringende Pathogene abzulagern, nicht mit ihrer Fahigkeit
korreliert, das Pathogen erfolgreich abzuwehren [78, 133].

Es stehen noch Experimente aus, die die tatséchliche funktionale Beteiligung
der untersuchten Komponenten an der Pathogenabwehr belegen. Auflerdem sind
weitere Experimente notig, um weitere Signalkomponenten zu identifizieren bzw.
den Signalweg bei Infektion aufzukléren.

Trotz der Analogien, die zwischen Spitzenwachstums- und Verteidigungspro-
zessen bestehen, miissen auch die gravierenden Unterschiede betrachtet werden.



4.3. ZELLPOLARISATION: INFEKTION UND SPITZENWACHSTUM 125

Bei der Pathogenabwehr handelt es sich nicht um einen Wachstums-, sondern um
einen VerteidigungsprozeB. An seinem Ende steht, bei erfolgreicher Pathogen-
abwehr, entweder der hypersensitive Zelltod (als eine Form des programmierten
Zelltods) oder die Wiederaufnahme normaler metabolischer Aktivitét, wenn das
Pathogenwachstum auflerhalb der Zellmembran zum Stillstand gebracht werden
konnte. Der Aufbau einer mechanischen Barriere ist, zusammen mit biochemi-
schen und genetischen Verédnderungen in der Zelle, ein wirksames Mittel, um die
Infektion aufzuhalten. Um diese Barriere, die Papille, aufzubauen, wird Material
an der Zellwand entlang der Plasmamembran abgelagert [160]. Vesikel, die die-
ses Material enthalten, werden durch Zytoplasmastromung entlang von Aktinfila-
mentbiindeln zur Infektionsstelle gebracht, wo sie mit der Membran verschmelzen
[172]. Dabei wichst die Zelle nicht (wie im Falle des Spitzenwachstums), sondern
es wird die Zellwand mechanisch verstérkt.

Es gibt keine Belege dafiir, dafl bei der Pathogenabwehr Aktinfilamente durch
ihr Wachstum oder der Turgor der Zelle dem eindringenden Pathogen mechani-
schen Druck entgegensetzen. Man nimmt aber an, dafl bei Wachstumsprozessen
wie dem Spitzenwachstum der Turgor der Zelle die Kraft darstellt, die die Aus-
dehnung der Zelle bei mechanisch dehnbarer Zellwand vorantreibt. Neuerdings
gibt es Uberlegungen, daf8 auch das Wachstum der Aktinfilamente eine treiben-
de Kraft fiir die Ausdehnung der Zelle darstellt [7]. In tierischen Zellen ist es
tatsdchlich das lokale Wachstum der Aktinfilamente, dem die Plasmamembran
folgt und das so die Form der Zelle bestimmt, es bewirkt sogar die Fortbewegung
einzelner Zellen. Ein eindrucksvolles Beispiel hierfiir ist die intrazelluldre Fort-
bewegung des intrazelluldren Parasiten Listeria monocytogenes. Sie wird allein
durch die Polymerisation von Aktin zu Filamenten vorangetrieben [120].

Bei allen gegebenen Unterschieden, die zwischen Infektionsabwehr und Spit-
zenwachstum und natiirlich auch zwischen verschiedenen Zellen, die Spitzen-
wachstum zeigen, bestehen, kann man durch Beobachtung der Spitzenwachs-
tumsprozesse zu Hypothesen iiber Prozesse der Pathogenabwehr gelangen, die
sich experimentell iiberpriifen lassen und Erkenntnisgewinn iiber die Verteidi-
gungsreaktionen der Pflanze versprechen.
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cDNA-Sequenzen der Profiline
aus Petroselinum crispum
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Abb. A.1: ¢cDNA- und abgeleitete Aminoséduresequenz von PcPRF1

GAATTCGGCACGAGGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAGAGTTGAATCAAGAG

AGGATGTCGTGGCAAGCATATGTAGACGATCATTTGTTGTGTGAGGTTGA
M S wWQ AY VDDUHTU LT LT CE V E

AGGTAATCCCGGCCAACACCTCTCAGCCGCCGCCATCATCGGTCATGACG
G NP GQ HUL S A A AT TIGHDG

GTAGCGTTTGGGCTCAGAGCTCCTCATTCCCCAACTTTAAACCTGAAGAG
S VvV.w A Q S S S F P NF K P E E

ATTGCTGGTATTATGAAAGACTTTGATGAACCTGGCCATCTTGCTCCTAC
I A G I M XKD F D EPGHTULAUPT

TGGACTGTACCTTGGTGGAACAAAGTACATGGTGATTCAAGGAGAGCCTA
G LYULGS GTI K YMVIAOQGEPN

ATGCTGTTATTCGTGGCAAAAAGGGCTCTGGAGGTGTGACCATTAAGAAA
AAv I RG KK G S G GV T I KK

ACTGGCCTTGCCCTAGTGTTTGGAGTCTATGATGAACCTGTAACTCCAGG
T G L ALVFGVYDEU®PUVTPG

ACAGTGCAATCTGATTGTGGAGAGGCTGGGAGATTATCTCATTGAGCAGG
Q ¢ N L I VEIRT LSGDYT LTITEZA QS®G

GCCTCTAGGCTTTCTTCTGAAGGCATTTATTACTTTATATATCTTTGATT
L =

TGTTGGGTAfGTGGTTTGTéCTTCTAGTAfCTATGGGCTéCACTAGCATf
GGAGTAGTG%TGGCTGAAAAATAACAATGfGACTTGTTAéCCGTTGGTGé
GCACTTAAA%AGTGGTATTATCCATCTTGéGTATTCATAéCATATGTATf
CGNTATAGNéTTTATAATTACTGATGGGA%ATTTGCTAA&CTTCTGAAA%
GNGAGANTTéACGTTTTTGATTATATGTT&CATGANCAAéGGNCCNTTGé
CTGCCTTNTTNTTTTAATGﬁAATTATCGCAGAATTAGCT%TTTTGTAAAA

AAAAAAAAAAA
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1 CACGAGCTCGTGCCGGTCTTTGCAAAATCAGATCGAATTCAAACAATCAA 50

51 AACGATGTCGTGGCAAGCTTATGTTGACGATCATCTTATGTGCGAGATTG 100
M S WQ AY VDDUHT LMMTCETIE

101 AAAACAATCCCGGTCAAACCCTAACCGCCGCCGCTATTATCGGCCACGAC 150
N NP GQ TLTAAATITTIGHTD

151 GGCAGCGTTTGGGCTCAGAGCTCCACTTTTCCTCAGGTTAAGCCTGAAGA 200
G S VW AQ S STV F?PQV K P E E

201 GATTTCTGGTATTATGAAAGACTTTGATGAGCCTGGCTACCTTGCTCCTA 250
I s G I M KDUVFDEU?PGYT LAUPT

251 CTGGATTGTACCTCGGTGGAGCAAAGTACATGGTTATTCAAGGAGAGCCA 300
G LYULGSGAIKYMVIQGEP

301 AACGCTGTTATTCGTGGCAAAAAGGGCTCTGGAGGTGTGACCATAAAGAA 350
N A VI RGIZ K KGS GGV TTI KK

351 AACAGGCCTAGCTCTAGTTTTCGGAGTCTATGATGAACCTGTTACTCCAG 400
T G L AL VF GV YDEU?PUVTPG

401 GACAATGCAACATGATTGTTGAGAGGCTGGGGGATTACCTTATTGAGCAG 450
Q ¢ NMIVEZ RTILTGDYT LTIENQ

451 GGCATGTAGGTTCCTTTTCAAGTCAATACATTGCTTTCTAAAATTTCAAC 500
G M *

501 ATGTTGGTTATATGGTTTTTGCTGCTTTAGTTATCTGTGTATGACTGATT 550
551 TGGCAGCGGGGAATGTTGGCTGTAATATAACAGTGGTGAACCACCCAGTT 600

601 TGGTTTTTTAGTTAGTTTTATCATCTTCCGTCAAAAAAAAAAAAAAAAA 649

Abb. A.2: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz von PcPRF2
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Abb. A.3: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz von PcPRF3

GAATTCGGCACGAGGAGAAAGGAGAGAGAGAAAGAGAGTTGAATCAAGAG

AGGATGTCGTGGCAAGCATATGTAGACGATCATCTGTTGTGTGAAGTTGA
M S wWQ AY VDDUHTU LT LT CE V E

AGGTAATCCCGGTCAGCACCTCTCCGCCGCCGCCATCATCGGTCACGACG
G NP GQ HUL S A A AT TIGHDG

GCAGCGTTTGGGCTCAGAGCTCCTCTTTTCCCAAATTTAAACCTGAAGAG
S Vw A Q S S S F P K F K P E E

ATTGCTGGTATTATGAAAGACTTTGATGAACCTGGCCATCTTGCTCCCAC
I A G I M XKD F D EPGHTULAUPT

TGGACTGTACCTTGGTGGAACAAAGTATATGGTGATTCAAGGAGAGCCTA
G LYULGS GTI K YMVIAOQGEPN

ATGCTGTTATTCGTGGCAAAAAGGGCTCCGGAGGTGTGACCATTAAAAAA
AAv I RG KK G S G GV T I KK

ACTGGCCTAGCCCTAGTGTTCGGAGTCTATGATGAACCTGTGACTCCAGG
T G L A LVFGVYDEU®PVTPG

ACAATGCAATCTGATTGTCGAGAGGCTCGGAGATTATCTCATTGAGCAGG
Q ¢ N L I VEIRT LSGDYT LTITEZA QS®G

GCATGTAGGCTTCTTCTGAAGACATTTATTACTTTATATATCTTTGATTT
M x

GTTGGGTATéTGGCTTGTGéTTCTAGCATéTATGGGCTGfAGCATTGGAé
TAGTGTTGGéTGAAAAATAACAATACGAC%TGTTATCCCéTGTTTGGGTA
CTTAAGTAGfGTTGGTATCéATCTTTAGT%ACTCCATAC&ATCTGNATT&
TTTATAGGCfTTTATAATTACCTGATGGNACTGGTGCTAAAACTTTTAAA
TGTGAGATT%TGACCGTTA%TTGATTTATATGTTGGCATéATTAANGGGé

CTTTGGCTGCCTTTNTTTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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1 GAATTCGGCACGAGCACACACAGTCTTTGCAAAATCAGATCGAATTCAAA 50

51 CAATCAAAACGATGTCGTGGCAAGCTTATGTTGACGATCATCTTATGTGT 100
M S WQ AYVDDUHTLMGC

101 GAGATTGAAAACAATCCCGGTCAAACCCTAACCGCCGCCGCTATTATCGG 150
EI ENNWPGA QTT LTAAATITIG

151 CCACGACGGCAGCGTTTGGGCTCAGAGCTCCACTTTTCCTCAGGTTAAGC 200
HDGS VW AQS STV FUPQ VKP

201 CTGAAGAGATTGCTGGTATTATGAAAGACTTTGACGAGCCTGGCTACCTT 250
E EI A GIMI KDV FDEUPGYL

251 GCTCCTACTGGATTGTACCTTGGTGGAGCAAAGTACATGGTTATTCAAGG 300
AP T GULYULGGAIXKYMUV I QG

301 AGAGCCTAACGCTGTTATTCGTGGCAAAAAGGGCTCTGGAGGTGTGACCA 350
EPNAVII RGI KX KGS GGV TTI

351 TAAAGAAAACAGGCCTAGCTCTAGTTTTCGGAGTCTATGATGAACCTGTT 400
K XK T GL AL VF GV Y DEPYV

401 ACTCCAGGACAATGCAACATGATTGTTGAGAGGCTGGGGGATTACCTTAT 450
T P GGQ CNMTIUVEZ RTLSGTDYT LTI

451 TGAGCAGGGCATGTAGGTTCCTTTTCAAGTCAAAACATTACTTTCTAAAA 500
E Q G M =«

501 TTTGAACATéTTGGTTATA%GGTTTTTGC%GCTTTAGTTATCTGTGTATé 550
551 ACTGATTTGéCAGCGGGGAATGTTGGCTG%AATATAACAéTGGTGAACCA 600
601 CCCAGTTTGéTTTTTTAGTfAGTATCATC%TCCGCAACTéTTATTATCTé 650
651 CATTATAGNéGTTTGATATfAATGATTATACTTTGGTTGAAAAAAAAAAA 700

701 AAAAAAAA 708

Abb. A.4: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz von PcPRF4



51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

Abb. A.5: cDNA- und abgeleitete Aminosduresequenz von PcPRF5

GAATTCGGCACGAGATTATCTGCAGCAGTACAGAACAATTCCCACTGCAA
GCTTAACTTGTACGCGACACTCCTTTTTATTCCCATCATCTTCATTACAC
ACCCCTTCACTGAACAAAACCAAACCAATCTATACATACATTTACACACA

CTAAAAACACACACTCTTGTCTGAAGCGAAAATGTCGTGGCAATCATATG
M S W Q S Y V

TAGATGACCACTTAATGTGTTTAACTGAAGAAGGCAACCAGCTTTCTGCT
b bHLMT CTLTEETGNU QUL S A

GCTGCTATTATTGGCCATGATGGCTCTGTTTGGGCTCAAAGTGATACTTT
AA I I GHDUGZ SV WAIQSUDTF

TCCTCAGTTTAAACCAGAAGAAATTACCGCAATAATGAAAGACTTCGATG
P Q F KPEETITATIMMI KDV F D E

AACCTGGATCTCTTGCACCTACTGGCTTATACCTAGGTGGCACAAAGTAT
P G S L A PTG GULYULGGT K'Y

ATGGTGATTCAAGGTGAACCTAATGCTGTCATACGAGGAAAGAAGGGATC
M Vv IQGEUPNAV I RSGI KIKG S

TGGGGGTGTCACTATCAAGAAGAGCAATCAAGCTTTACTAATTGGTATAT
G GV TI KX S NQQQAULULTISGTIY

ACGAGGAGCCTATGCCTCCAGGTCAGTGCAACGTTGTTGTTGAAAGGTTG
EEPMUPPGQCDNV V V ERTL

GGAGACTATCTCATCGACCAGGGTCTGTAATTTCAGTGAAATGGAATCAA
G DY LTI DQG L =x*

ACAACTATTGGGGGGGGTTGCTACTTTTAAAGGGTGGGATCAATCATTAA
ATCACTCATGTGCCAACTCTTTTTTCCAAAAATTGGGATTCATCTACCCT

ITTTTTCATTTTGGTTTTTGGGGTTTTGGGGAGCCATGGGTCCCCCTGGT

TNTTAAAAAAAAAA
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