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Zusammenfassung

Die Erkennung von Pathogenen ist fiir Pflanzen Vorraussetzung, um effektive Resistenz-
antworten auszuldsen. Ein Erkennungsmechanismus wird genetisch durch Flors Gen-fiir-
Gen Hypothese beschrieben, in der komplementédre Genpaare in Wirt und Pathogen
notwendig sind, um eine Isolat-spezifische Resistenzreaktion auszuldsen. Diese Gene
werden als Resistenz-(R) Gene im Wirt und rassenspezifische Avirulenz (Avr)-Gene im
Parasiten bezeichnet. Der Mla-Locus in Gerste kodiert eine allelische Reihe von
intrazelluldren R-Proteinen, die rassenspezifische Resistenzreaktionen gegen den
parasitidren Gerstenmehltau Blumeria graminis f. sp. hordei auslésen. Die zur Erkennung
erforderlichen Pilzeffektoren werden von AvrMla Genen kodiert. Die ~107 kDa grof3en
MLA Proteine sind modular aufgebaut. Diese Module sind durch eine aminoterminale
coiled-coil (CC)-Struktur, eine zentrale Nukleotid-bindende Doméne (NB), eine Region
mit Leucin-reichen Wiederholungen (LRRs) und eine carboxyterminale nicht-LRR
Region (CT) charakterisiert. MLA Proteine l0sen eine Abwehrreaktion aus, die mit einem
raschen programmierten Zelltod angegriffener Pflanzenzellen verbunden ist. Die
Erkennungsspezifitdt von MLA Proteinen wird durch die polymorphe LRR-CT-Region
determiniert. Obwohl Mla-Resistenzgene offensichtlich allelische Proteinvarianten
kodieren, lassen sich diese genetisch in mindestens zwei Gruppen unterteilen, deren
Funktion von der Anwesenheit der Pflanzengene Rarl und Sgtl entweder abhingig oder
unabhéngig ist. Die Funktion mindestens eines Mla Resistenzalleles ist zudem vom

zytoplasmatischen Chaperon HSP90 abhingig.

Fundamentale biochemische Eigenschaften der MLA Proteine wurden in dieser Arbeit
mit Hilfe transgener Gerstenlinien analysiert, in denen native 5° regulatorische Promotor-
sequenzen die Expression von funktionalen und mit Epitop markierten MLA Proteinen
vermitteln. Diese Untersuchungen zeigen, dass der tiberwiegende Teil von MLA 16slich
ist und in allen untersuchten Organen der Pflanze nachgewiesen werde kann.
Uberraschend war der Nachweis von MLA im Wurzelgewebe, da Mehltaupilze
ausschlieflich epidermales Blattgewebe infizieren. Ergebnisse, nach denen die MLA-

Abundanz vom Proteasom kontrolliert wird und MLA-Protein in vitro sumoyliert werden



kann, deuten auf eine weitere Ebene in der posttranslationalen Kontrolle hin. Am Beispiel
des MLA1 Proteins wurde die Existenz eines hochmolekularen MLA Komplexes von ca.
600-750 kDa mittels Sdulenchromatographie und Blau-Nativer Gelelektrophorese
nachgewiesen. Dies wird als erster Hinweis auf die Anwesenheit eines homomeren oder
heteromeren Erkennungskomplex in gesunden Pflanzen interpretiert, der direkt oder
indirekt die Anwesenheit des Pilzeffektors AVRMLAL registrieren konnte. Die Proteine
RARI1, SGT1 und HSP90 sind keine integralen Komponenten dieses Komplexes. Es ist
aber moglich, dass diese Proteine eine regulatorische Funktion bei der Faltung von
monomerem MLA und/oder der Komplexbildung ausiiben. Die beiden exemplarisch
untersuchten Proteine MLA1 und MLAG sind in planta bei h6heren Temperaturen
intrinsisch instabil. Dieses Ergebnis bietet eine mogliche Erklarung fiir die haufig
beobachtete Temperatursensitivitit der durch R-Proteine ausgeldsten Resistenzreaktionen.
Der mutmaBliche Transkriptionsfaktor WRKY?2 in Gerste wurde als Interaktor der CC
Doméne von MLA Proteinen iiber das Zwei-Komponenten-System in Hefe isoliert. Diese
Protein-Protein Interaktion erfordert nicht die Anwesenheit weiterer Hefeproteine, da
deren Assoziation auch mit in vitro synthetisierten MLA und WRKY2 Proteinen in Co-
Immuno-Prézipitationsexperimenten nachgewiesen werden konnte. Da die Expression
von WRKY?2 durch den Mehltaupilz induziert wird und WRKY2 mRNA in gesundem
Blattgewebe nicht nachweisbar ist, werden Modelle diskutiert, in denen dieser
Transkriptionsfaktor als eine potentielle Signaltransduktionskomponente der von MLA

aktivierten Resistenzantwort funktioniert.



Abstract

Molecular recognition of pathogens is required to mount efficient plant resistance
responses. One recognition system is genetically defined by Flor’s gene-for-gene
hypothesis and involves corresponding gene pairs in host lines and pathogen strains.
According to this hypothesis, race-specific resistance requires the presence of a race-
specific resistance (R) gene in the host and an isolate-specific pathogen effector gene
(Avr). The barley Mla locus encodes an allelic series of polymorphic intracellular plant R
proteins containing an N-terminal coiled-coil (CC) structure, a central nucleotide binding
(NB) domain, followed by a leucine-rich repeat (LRR) region, and a C-terminal non-LRR
(CT) region. The CC-NB-LRR-CT type MLA R proteins each recognize isolate-specific
fungal effectors (encoded by AvrMla genes) that are released upon attack by the powdery
mildew (Blumeria graminis f. sp. hordei, Bgh) pathogen. MLA proteins trigger immune
responses upon AVRMLA detection that is tightly linked to a cell death response of
attacked plant cells. MLA recognition specificity was previously shown to be conferred
by the polymorphic LRR-CT region. Although Mla R genes appear to be alleles,
individual Mla alleles differ in their functional requirements for additional host genes
such as Rarl and Sgtl. In addition, cytosolic HSP90 was recently shown to be genetically

required for the function of at least one Mla resistance specificity.

Using transgenic lines expressing functional epitope-tagged MLA variants, driven by
native 5’ regulatory sequences, biochemical fractionation experiments revealed that the
majority of MLA is soluble. A minor part of the protein is membrane associated. MLA is
constitutively present in all organs of barley plants including roots. Detection of MLA in
roots was unexpected because the powdery mildew parasite attacks only leaf epidermal
tissue. This work shows the control of MLA abundance by the proteasome and
sumoylation of MLA protein in vitro suggesting an additional level of posttranslational
control. Using blue native gel electrophoresis and size exclusion chromatography, MLA 1
was found to be part of a protein complex of ~600-750 kDa that is present in healthy
plants. It remains unclear whether this complex represents MLA oligomers or is a

heterocomplex containing other host proteins. Co-immunoprecipitation experiments



indicate that HSP90, SGT1, and RARI1 are not MLA complex components. However,
these proteins might transiently associate with monomeric MLA to promote its folding
and/or association with other host proteins to form MLA-containing recognition
complexes. Both tested MLA1 and MLAG6 proteins were in planta found to be
intrinsically unstable at elevated temperatures. This might be related to the known
temperature sensitivity of several other R protein-triggered resistance responses. WRKY?2
was recently found to interact with the MLA CC domain in yeast two-hybrid screens.
This work also demonstrates an association of MLA with the putative barley WRKY?2
transcription factor in in vitro pull-down assays, suggesting that the interaction does not
require additional yeast factors. Since WRKY2 expression is known to be pathogen
responsive and WRKY?2 mRNA is almost undetectable in healthy leaf tissue, I have
discussed models in which the presumed transcription factor acts as signaling component

in MLA-triggered resistance responses.
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Tabelle der Abktirzungen

%(V/Vv)
%(wW/v)
°C

1)

aa

A. thaliana
A. tumefaciens
ATP
Avr

Bgh

bp
CARD
CC
cDNA
CHIP
CHORD
CS

CSN

CT

CV.
dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNA
DNase
dNTP
DTT
dTTP

Volumenprozent

Gewichtsprozent

Grad Celsius

Mikro

Aminoséure

Arabidopsis thaliana

Agrobacterium tumefaciens
Adenosintriphosphat

Avirulenz-

Blumeria graminis f. sp. hordei; Gerstemehltau
Basenpaare

Caspase rekrutierende Doméne

coiled-coil; superspiralisierte Helix
complementary DNA, komplementdre DNA
Carboxyterminus von HSP70 interagierendes Protein
Cystein- und Histidin-reiche Doméne
CHORD und SGT1-Motiv
COP9-Signalosom

carboxyterminale nicht-LRR Region
Kultivar

Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure
Deoxyribonuclease
Desoxynukleotidtriphosphat

Dithiothreitol

Desoxythymidintriphosphat
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E. coli
ECL
EDS1
EDTA
ET
f.sp.
Fi

F>

HR
HRP
HSP70
HSP90
JA

kb
kDa

1

LRR
M

m

MAPK, MAP-
Kinase

min
Mla
Mig
MIk
Mlo
mRNA
N
NASC

Escherichia coli

enhanced chemoluminecence, verstirkte Chemolumineszenz
Enhanced Disease Susceptibility 1
Ethylendiamintetraessigsiure

Ethylen

forma specialis

Filialgeneration 1

Filialgeneration 2

Filialgeneration 3

Schwerkraftskonstante (9,81 ms™)

Gramm

Stunden

Hypersensitive Reaktion

Horse radish peroxidase, Meerrettichperoxidase
Hitzeschockprotein 70

Hitzeschockprotein 90

Jasmonat

Kilobasen

Kilodalton

Liter

Leucine-rich repeats, Leucinreiche repetitive Sequenzbereiche
molar (mol/l)

Milli-

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Minuten

Mildew resistance locus A, Mehltauresistenzlocus A
Mildew resistance locus G, Mehltauresistenzlocus G
Mildew resistance locus K, Mehltauresistenzlocus K
Mildew resistance locus O, Mehltauresistenzlocus O
messenger-RNA

Amino-

Nottingham Arabidopsis Stock Center



NB
nm
NOD
OD
PAD4
PAGE

PAMP

PCR
pH
PR
pv.
R, R
Rarl
rel. LF
RIN4
RNA
ROI
RPM

RPP
RPS

RT

RT-
RT-PCR
SA
SAG101
SAR
SCF
SDS
SDS-PAGE
S€C

Sgtl
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Nukleotidbindestelle

Nanometer

Nukleotid-bindende Oligomerisierungsdoméne
Optische Dichte

Phytoalexin Deficient 4

Polyacrylamidgelelektrophorese

pathogen associated molecular patterns, Pathogen-assoziierte
molekulare Muster

Polymerasekettenreaktion

Negativ dezimaler Logarithmus der H" Konzentration
pathogenesis related; Pathogenese-assoziiert
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1. Einleitung

Pflanzen sind wéhrend ihres Lebenszyklus einer Vielzahl von Pathogenen ausgesetzt, die
sie als Wirt benutzen, um sich zu vermehren (Allen et al., 2004; Mysore und Ryu, 2004).
Als sessile Organismen sind sie somit besonders auf effiziente Erkennungs- und Abwehr-
mechanismen angewiesen, die im Zuge der Coevolution zwischen Pflanze und Pathogen
kontinuierlich weiterentwickelt werden (Holub, 2001; Van der Hoorn et al., 2002; Allen
et al., 2004). Zu diesem Zweck haben Pflanzen ein raffiniertes, mehrschichtiges System
aus Resistenzmechanismen entwickelt, das in der Lage ist, Selbst und Nicht-Selbst zu
unterscheiden - die Voraussetzung fiir aktive Abwehrmechanismen gegen Pathogene.
Von groBem wissenschaftlichem Interesse ist es, die Signalerkennung und -weiterleitung
dieser Abwehrmechanismen zu verstehen, da dies neue Moglichkeiten zur Bekdmpfung

von Pathogenen er6ffnen kann.

1.1. Angeborene Resistenzmechanismen in Pflanzen

Ist eine Pflanze fiir einen bestimmten Krankheitserreger anféllig, so spricht man bei
Infektion von einer kompatiblen Interaktion, im umgekehrten Fall, wenn die Pflanze
resistent ist, von einer inkompatiblen Interaktion (Hammond-Kosack und Jones, 2000). In
der Regel konnen potentielle Pathogene die meisten Pflanzen nicht besiedeln, sondern
sind auf einen beschriankten Bereich an Wirtspflanzen angewiesen. Um Pflanzen zu
infizieren, miissen diese potentiellen Pathogene konstitutive Barrieren der Pflanzen
durchdringen. Es wird angenommen, dass diese Barrieren physikalischer (Kutikula,
Zellwand) wie auch chemischer Natur (sekunddre Metabolite) sein konnen, allerdings
gibt es nur spirliche Belege fiir physikalische Barrieren (Thordal-Christensen, 2003). Ein
Beispiel fiir einen konstitutiv in Pflanzen akkumulierten sekundiren Pflanzenstoff ist
Avenazin, ein Triterpenoid-Saponin, aus den Wurzeln von Hafer (Mary et al., 1986). Es
macht Hafer resistent gegen den Pilz Gaeumannomyces graminis var. tritici, wahrend er
anfillig gegen Gaeumannomyces graminis var. avenae ist, der Avenin detoxifizieren
kann (Mary et al., 1986). Mutanten, die keine Akkumulation von Avenin mehr zeigen,

sind gegen Gaeumannomyces graminis var. tritici anfillig (Papadopoulou et al., 1999).
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Dies zeigt eine direkte Beteiligung konstitutiv exprimierter sekundérer Pflanzenstoffe in
der Resistenz und die Notwendigkeit der Anpassung des Pathogens an den Wirt (Thordal-
Christensen, 2003; Niirnberger und Lipka, 2005).

Gelingt es einem Pathogen, diese erste Barriere zu iiberwinden, konnen konservierte
Muster der Molekularstruktur des Pathogens, sogenannte PAMPs (pathogen associated
molecular patterns), erkannt werden, die zu einer induzierten Abwehrreaktion fithren
(siche auch Kapitel 1.2.; Thordal-Christensen, 2003; Niirnberger et al., 2004; Niirnberger
und Lipka, 2005). Diese durch aktive Erkennung vermittelte Resistenz wird auch als
PAMP-vermittelte Immunitit oder Nichtwirtsresistenz bezeichnet (Niirnberger und Lipka,
2005). Je nach symptomatischer Ausprigung werden zwei Klassen der Nicht-
wirtsresistenz unterschieden. Bei Typ I kommt es zu keinerlei makroskopisch
erkennbaren Symptomen, wohingegen Typ II durch das Auftreten einer Zelltodreaktion

an der Interaktionsstelle gekennzeichnet ist (Mysore und Ryu, 2004).

Pathogene, die sich an eine bestimmte Wirtspflanzenspezies angepasst haben, haben
Virulenzfaktoren entwickelt, um ihre priméren Abwehrmechanismen, inklusive der
PAMP-vermittelten Resistenz, zu iiberwinden und sind somit virulent. Diese Faktoren
unterdriicken gezielt bestimmte Mechanismen, die fiir die pflanzliche Pathogenabwehr
bendtigt werden (Nomura et al., 2005). Da sie die Abwehrreaktion nicht vollstindig
unterbinden, ist immer noch einen Rest PAMP-vermittelter Resistenz feststellbar. Dieser
als basale Resistenz bezeichnete Effekt geniigt jedoch nicht, um die Infektion der Pflanze
zu stoppen (Niirnberger und Lipka, 2005). Durch Mutation in bestimmten Stoffwechsel-
wegen, die flir diese Resistenz bendtigt werden, kann die Pflanze hyperanfillig werden.
So fiihrt eine Mutation im eds1-Gen in Arabidopsis thaliana, das fiir die rassen-
spezifische und PAMP-vermittelte Resistenz bendtigt wird, zu Hyperanfilligkeit gegen
das virulente Pathogen Pseudomonas syringae (Parker et al., 1996; Aarts et al., 1998).
Um der Bedrohung durch solche virulenten Pathogene zu begegnen, haben Pflanzen
Systeme entwickelt, in denen bestimmte Rezeptoren zugehorige Pathogenfaktoren
erkennen und eine Resistenzantwort ausldsen konnen (Niirnberger et al., 2004;

Niirnberger und Lipka, 2005). Diese Rezeptoren werden Resistenz (R)-Proteine, die
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korrespondierenden Pathogenfaktoren aus historischen Griinden Avirulenzfaktoren (Avr)

genannt (vgl. 1.2.).

1.2. Die Erkennung von Pathogenen

Eine Pathogen-induzierte Aktivierung von Abwehrmechanismen setzt zunédchst voraus,
dass der Pathogenangriff wahrgenommen werden kann. Es gibt in Tieren und Pflanzen
zwei funktionelle Gruppen von Pathogenrezeptoren, die sich strukturell sehr dhnlich sind:
PAMP-Rezeptoren aus Pflanzen zeigen strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zu ihren
Gegenstiicken in Tieren; pflanzliche R-Proteine zeigen Homologie zu tierischen NOD-
Rezeptoren. PAMP-Rezeptoren erkennen bestimmte molekulare Muster potentieller
Pathogene, die nicht im Wirt vorhanden sind. Diese PAMPs sind in der Regel essentiell
fiir potentiell pathogene Mikroben und hochkonserviert (Parker, 2003; Niirnberger et al.,
2004; Niirnberger und Lipka, 2005). In Tieren werden z. B. Lipopolysaccharide von
Gram-negativen Bakterien, Peptidoglykane von Gram-positiven Bakterien und
bakterielles Flagellin erkannt (Underhill und Ozinsky, 2002; Chamaillard et al., 2003;
Smith et al., 2003). In Pflanzen konnen PAMPs entweder vom Pathogen selbst stammen
(z. B. 16sliche Bestandteile der Pathogenoberfldche oder Flagellin) oder durch
mikrobielle Aktivitit aus pflanzlichem Material abgeleitet sein (z. B. Zellwand-
Degradationsprodukte; Esquerre-Tugaye et al., 2000; Gomez-Gomez und Boller, 2000;
Schweizer et al., 2000). Wahrscheinlich existiert auch ein System zur Uberwachung der
Zellwandintegritit (Kobayashi et al., 1997b; Kobayashi et al., 1997a; Schmelzer, 2002;
Collins et al., 2003; Schulze-Lefert, 2004b). Dieses Uberwachungssystem ist
moglicherweise mit bekannten Resistenzsignalwegen gekoppelt (Peart et al., 2002;

Mysore und Ryu, 2004; Schulze-Lefert, 2004b).

In Tieren werden PAMPs entweder von Toll-dhnlichen Transmembran-Rezeptoren
(TLRs) oder von zytoplasmatischen Rezeptoren, die eine Nukleotid-bindende
Oligomerisierungsdoméne (nucleotide-binding oligomerisation domain, NOD) besitzen
(NOD-Proteine), erkannt (Girardin et al., 2002). TLRs erkennen Pathogene mittels

extrazelluldrer LRRs (Leucin-rich repeats) und leiten das Signal iiber ihre intrazelluldre,
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Abbildung 1: Rezeptoren fur die Pathogenerkennung in Pflanzen (nach Parker, 2003).

In Pflanzen stellen PAMP-Rezeptoren und R-Proteine funktionell verschiedene Rezeptorklassen fiir die
Pathogenerkennung da. Wahrend PAMP-Rezeptoren in potentiellen Pathogenen konservierte molekulare
Muster erkennen, erfassen R-Proteine isolatspezifische Pathogeneffektoren. Die meisten R-Proteine konnen
in zwei strukturelle Klassen eingeteilt werden: Proteine mit extrazelluldrem LRR, die Homologie zu
PAMP-Rezeptoren aufweisen, und intrazelluldre NB-LRR-Proteine, die eine N-terminale TIR- oder CC-
Doméne aufweisen.

zytoplasmatische TIR (Toll/Interleukin-1 Rezeptor-dhnlich)-Doméne weiter (Akira und
Takeda, 2004). NOD-Proteine sind zytoplasmatisch und bestehen aus einer zentralen
NOD-Doméne und in der Regel einer carboxyterminalen LRR-Doméne (Inohara und
Nunez, 2003; Athman und Philpott, 2004). An der aminoterminalen Seite besitzen sie ein
oder zwei CARD (caspase recruitment domain)-Doménen (Inohara und Nunez, 2003;
Athman und Philpott, 2004). Pflanzliche Homologe dieser NOD-Proteine sind die so

genannten R-Proteine.

PAMPs werden in Pflanzen von Rezeptoren erkannt, die strukturelle Ahnlichkeit zu
TLR-Rezeptoren zeigen. Ein Beispiel hierfiir ist der FLS2-Rezeptor. Dieser besitzt wie
die TLR-Rezeptoren eine extrazelluldire LRR-Doméne und eine Transmembrandoméne,

statt einer zytoplasmatischen TIR- jedoch eine Kinasedoméne (Gomez-Gomez und Boller,
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2000; Gomez-Gomez et al., 2001; Navarro et al., 2004). Er erkennt flg22, ein 22
Aminosduren langem Peptid, das die am hdchsten konservierte Region im bakteriellen
Motorprotein Flagellin darstellt und beinahe in allen bekannten Bakterien vorhanden ist
(Gomez-Gomez und Boller, 2000). Durch diese Erkennung wird eine MAPK-(mitogen-
activated protein kinase-)Signalkaskade ausgelost, die zu erhohter Resistenz gegeniiber
bakteriellen (Pseudomonas syringae) und pilzlichen (Botrytis cinerea) Erregern fiihrt
(Asai et al., 2002). Die hypersensitive Reaktion (HR), eine zelluldire Abwehrreaktion, die
oft mit einer programmierten Zelltodreaktion gekoppelt ist, ist daran jedoch nicht
beteiligt (Asai et al., 2002; Greenberg und Yao, 2004). MAPK bilden den zentralen Punkt
in der Kommunikation verschiedener Stress-induzierter Signaltransduktionswege,
inklusive solcher, die mit der Erkennung von Pathogenen verkniipft sind (Gomez-Gomez
und Boller, 2000; Zhang und Klessig, 2001). Es wurde gezeigt, dass sie sowohl in der
PAMP-vermittelten, als auch in der R-Protein vermittelten rassenspezifischen Resistenz
eine Rolle spielen (Asai et al., 2002; Liu et al., 2004a; Menke et al., 2004). MAPK-
Kaskaden nach Behandlung mit flg22 induzieren die Expression verschiedener WRKY -
Proteine (Asai et al., 2002; Navarro et al., 2004). WRKY-Proteine sind Transkriptions-
faktoren mit ein oder zwei konservierten WRKY-Doménen, die Zink-bindende
Strukturen bilden (Eulgem et al., 2000; Yamasaki et al., 2005). Mit diesen WRKY -
Doménen binden sie zugehdrige cis-Elemente, die sogenannte W-Boxen in der
Promoterregion, die die DNA-Sequenz (T)(T)TGAC(C/T) enthalten (Eulgem et al., 2000;
Yamasaki et al., 2005). Abhdngig von der Sequenz um die W-Box herum zeigen sie
sowohl negative, als auch positive Regulation der Transkription (Robatzek und Somssich,
2002; Miao et al., 2004; Xie et al., 2005). Die genaue Funktion von WRKY -Proteinen in
der Pathogenabwehr neben der transkriptionellen Aktivierung diverser mit

Resistenzreaktionen verkniipfter Gene ist noch relativ unbekannt (Eulgem, 2005).

Neben der PAMP-vermittelten Resistenz gibt es noch einen weiteren Abwehr-
mechanismus, der von bestimmten Resistenz (R)-Proteinen vermittelt wird, die sich in
verschiedenen Okotypen einer ansonsten anfilligen Wirtspflanze entwickelt haben. Diese
R-Proteine kdnnen bestimmte Effektormolekiile (Avr) eines spezifischen Pathogens

erkennen und eine Abwehreaktion ausldsen. Diese rassenspezifisch oder R-Gen-
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vermittelte Resistenz wurde in der ,,Gen-fiir-Gen-Hypothese* beschrieben und ist durch
das Vorhandensein komplementérer Paare von bestimmten Avr-Genen im Pathogen und
R-Genen in der Pflanze genetisch determiniert (Flor, 1971). Das Fehlen eines dieser
beiden Determinanten in einem der Interaktionspartner fiihrt zum Verlust der Resistenz
(Flor, 1971; Dangl und Jones, 2001). Die rassenspezifische Resistenz ist oft mit einer
lokal begrenzte Anhdufung von Stickoxid (NO), reaktiven Sauerstoffintermediate
(reactive oxygen intermediates, ROI), wie Superoxid (O*) und Wasserstoffperoxyd
(H203), und lokal begrenztem programmierten Zelltod an der Infektionsstelle (HR)
assoziiert (Greenberg und Yao, 2004). Die meisten Effektormolekiile werden als
Virulenzfaktoren angesehen, das heif3t, sie begiinstigen das Wachstum des Pathogens auf
einem Wirt in der Abwesenheit von R-Proteinen indem sie Resistenzmechanismen
eliminieren (Espinosa und Alfano, 2004; Hotson und Mudgett, 2004). So haben viele der
bekannten Effektoren Proteaseaktivitdt oder hohe Homologie zu Cysteinproteasen, die
die Verteidungsmechanismen der Pflanze eliminieren (Hotson und Mudgett, 2004).
AvrRpt2 ist ein Beispiel fiir eine Cysteinprotease aus Pseudomonas syringae, die durch
ein eukaryotisches Cyclophilin prozessiert werden muss um aktiviert zu werden (Jin et al.,
2003; Coaker et al., 2005). Dies kann einen Schutzmechanismus des Pathogens vor
seinen eigenen Effektoren darstellen und ist auch fiir andere Virulenzfaktoren denkbar.
Es ist jedoch theoretisch auch mdglich, dass Effektormolekiile teilweise keine
Virulenzfunktion besitzen, sondern Produkt zufalliger Rekombinationsereignisse in
Pathogenen sind, mdglicherweise mit dem Ziel, die Entwicklung einer Erkennungs-
spezifitit gegen virulenzfordernde Effektoren durch hohe Variabilitét potentieller

Effektoren zu verlangsamen (Skamnioti und Ridout, 2005).

Eine einfache Interpretation der Gen-fiir-Gen-Hypothese ist das Rezeptor-Liganden-
Modell. Dabei wird davon ausgegangen, dass R-Proteine direkt mit dem
korrespondierenden Effektormolekiil interagieren. Tatsdchlich gibt es Hinweise, dass dies
fiir manche AVR-R-Paare zumindest in vitro zutrifft (Scofield et al., 1996; Tang et al.,
1996; Jia et al., 2000; Deslandes et al., 2003). Allerdings konnte fiir die meisten typischen
R-Proteine keine direkte Interaktion mit dem entsprechenden Avr nachgewiesen werden.

Dies deutet darauf hin, dass zumindest manche R-Proteine die korrespondierenden
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Effektoren indirekt erkennen. So wurde eine indirekte Erkennung postuliert (Van Der
Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones, 2001). Es wird dabei angenommen, dass R-
Proteine ein Wirtsprotein (guardee) iiberwachen, das ein Virulenzziel fiir das
korrespondiere Effektormolekiil ist (Quard-Hypothese; Van Der Biezen und Jones, 1998;
Dangl und Jones, 2001). Das Effektormolekiil modifiziert den Wirtsfaktor um die
Virulenz des Pathogens zu erhohen (Van Der Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones,
2001). Diese Modifikationen werden vom R-Protein erkannt, das dann die

Abwehrmechanismen der Pflanze aktivieren.

Verschiedene Publikationen unterstiitzen diese Theorie. In aktuellen Studien wurde
gezeigt, dass das NB-LRR-Protein RPS5 das korrespondierende Effektormolekiil
AvrPphB aus Pseudomonas syringae daran erkennt, dass es den Wirtsfaktor PBS1, eine
Proteinkinase, proteolytisch degradiert (Shao et al., 2003). RIN4 (RPM1-interacting
protein 4) ist ein weiterer Wirtsfaktor, der ein Virulenzziel von Effektoren aus
Pseudomonas syringae ist (Mackey et al., 2002; Axtell und Staskawicz, 2003; Mackey et
al., 2003). Es weist keine Homologie zu bekannten Proteinen auf (Mackey et al., 2002).
AvrRpm1 und AvrB phosphorylieren RIN4, diese Modifikation wird dann durch RPM1
erkannt (Mackey et al., 2002). Die Cysteinprotease AvrRpt2 blockiert die Funktion von
RPM1, indem es RIN4 degradiert; die Eliminierung von RIN4 aktiviert RPS2, das dann
eine Resistenzantwort vermittelt (Axtell und Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2003; Kim
et al., 2005a). RIN4 ist ein negativer Regulator sowohl von RPM1 und RPS2 als auch der
PAMP-vermittelten Resistenz (Belkhadir et al., 2004b; Day et al., 2005; Kim et al.,
2005b). Es bildet daher einen Knotenpunkt zwischen PAMP-Rezeptor vermittelter und R-

Protein-vermittelter Resistenz (Kim et al., 2005b).

Die grofte Klasse von R-Genen kodiert fiir Proteine, die aus einer Nukleotid-
Bindedoméne (NB) und einer Region mit Leucin-reichen Wiederholungen (LRR) besteht
(Dangl und Jones, 2001; Meyers et al., 2003; Belkhadir et al., 2004a). Sie zeigen
strukturelle Ahnlichkeit mit NOD-Rezeptoren aus Tieren (Inohara und Nunez, 2003). Die
NB-Region soll dabei als Dimerisierungsdomine unter ATP-Verbrauch dienen (Inohara

und Nunez, 2003). Obwohl bisher unbekannt ist, ob NB-LRR-Proteine dimerisieren,
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wurde berichtet, dass die in allen NB-LRR-Proteinen konservierten Nukleotid-binde-
doménen von I-2 und Mi-1 aus Tomate ATPase-Aktivitit zeigen (Tameling et al., 2002).
NB-LRR-Proteine sind laut in silico-Voraussagen zytoplasmatische Proteine; zumindest
RPM1 und RPS2 assoziieren jedoch mit der Plasmamembran (Boyes et al., 1998; Axtell
und Staskawicz, 2003). Es ist bekannt, dass die LRRs die Erkennungsspezifitidt von NB-
LRR-Proteinen und extrazelluliren TRL-Rezeptoren vermitteln (Van der Hoorn et al.,
2001; Shen et al., 2003). LRR-Doménen spielen eine Rolle in diversen Protein-Protein-,
Protein-Peptid- oder Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen (Jones und Jones, 1997; Kajava,
1998). Am Aminoterminus besitzen NB-LRR-Proteine typischerweise entweder eine
TIR- oder eine CC-Domine (Dangl und Jones, 2001). Wéhrend in Dikotyledonen NB-
LRR-Proteine mit aminoterminalen TIR- oder CC-Doménen vorkommen, sind in
monokotyledonen Pflanzen nur CC-NB-LRR-Proteine bekannt (Pan et al., 2000; Cannon
et al., 2002). Dies deutet auf eine divergente Evolution der beiden Gruppen und einen
Verlust von TIR-NB-LRR-Sequenzen in der frithen Entwicklung der Monokotyledonen
hin (Pan et al., 2000; Cannon et al., 2002). Andere kleinere Gruppen von R-Proteinen
beinhalten Rezeptor-dhnliche Proteine mit extrazellulirem LRR und strukturell nicht

verwandte Proteine (Dangl und Jones, 2001).

In verschiedenen Mutantenmusterungen wurden Faktoren gefunden, von denen die
Funktion von R-Proteinen genetisch abhidngig sind (Nimchuk et al., 2003). So ist die
Mehrzahl von TIR-NB-LRR-Proteinen abhingig von EDS1 und PAD4, die meisten CC-
NB-LRR-Proteine von NDR1 (Nimchuk et al., 2003). EDS1 und PAD4 bilden zusammen
mit SAG101 eine Familie Lipase-&hnlicher Proteine unbekannter biochemischer Funktion,
die sowohl in die Funktion von R-Proteinen, als auch in die PAMP-vermittelte Resistenz
involviert sind (Parker et al., 1996; Glazebrook et al., 1997; Falk et al., 1999; Jirage et al.,
1999; Feys et al., 2005). EDS1 interagiert mit PAD4 und SAG101 und zumindest EDS1
und SAG101 wirken stromaufwirts der Salizylsdure(SA)-Akkumulation, die fiir eine
effiziente lokale und systemische Resistenzantwort bendtigt wird (Zhou et al., 1998; Feys
et al., 2001; Rusterucci et al., 2001). NDR1 ist ein Plasmamembran-lokalisiertes Protein
unbekannter Funktion, das einen Glycosylphosphatidyl-Inositol (GPI)-Anker besitzt und
stark posttranslational modifiziert wird (Coppinger et al., 2004).
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Wihrend die Funktion dieser Proteine noch weitgehend im Dunkeln liegt, ist {iber
andere Faktoren in der NB-LRR-Protein-vermittelten Resistenz schon deutlich mehr
bekannt. Es wurde gezeigt, dass zytosolisches HSP90 fiir die Funktion verschiedener R-
Proteine benotigt wird (Hubert et al., 2003; Lu et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Liu
et al., 2004b; Zhang et al., 2004). Das deutet darauf hin, dass HSP90 eine generelle
Rolle in der Funktion von R-Proteinen spielt. HSP90 ist ein Chaperone mit ATPase-
Aktivitdt, das mit zwei anderen pflanzlichen Proteinen, RAR1 und SGTI1 interagiert
(Takahashi et al., 2003). RAR1 und SGT1 interagieren auch miteinander und werden
genetisch fiir die Funktion der meisten untersuchten R-Proteine bendtigt (Jorgensen,
1996; Azevedo et al., 2002; Muskett et al., 2002; Muskett und Parker, 2003; Takahashi
et al., 2003). RAR1 wurde urspriinglich als Gen identifiziert, das fiir die Mlal2-
vermittelte Resistenz von Gerste gegen Gerstenmehltau essentiell ist (Freialdenhoven et
al., 1994). Da es fiir die Akkumulation verschiedener R-Proteine notwendig ist und das
RAR1-Homolog in Tieren, chp, eine Struktur mit Ahnlichkeit zu Co-Chaperonen
besitzt, ist anzunehmen, dass RAR1 auch als ein Co-Chaperon wirkt (Shirasu et al.,
1999; Tornero et al., 2002b; Lu et al., 2003; Shirasu und Schulze-Lefert, 2003; Bieri et
al., 2004). SGT1 wurde urspriinglich in Hefe als ein Protein identifiziert, das essentiell
fiir die Assemblierung des inneren Kinetochorkomplexes ist und mit dem
Skp1/Cdc53/F-Box-Protein(SCF)-Komplex assoziiert, der eine E3-Ubiquitin-Ligase
darstellt (Kitagawa et al., 1999). Weitere Arbeiten zeigen, dass es fiir die Funktion
verschiedener LRR-enthaltender Proteine, darunter viele R-Proteine, essentiell ist und
zumindest in Tieren eine Funktion als Co-Chaperone besitzt (Austin et al., 2002;
Dubacq et al., 2002; Tor et al., 2002; Bansal et al., 2004; Lee et al., 2004; Lingelbach
und Kaplan, 2004; Leister et al., 2005; Wu et al., 2005). Auf der Basis dieser Daten
wurde postuliert, dass HSP90 und seine potentiellen Co-Chaperone RAR1 und SGT1
direkt in die Faltung von R-Proteinen und/oder R-Protein-enthaltenden Komplexen

involviert sind (Schulze-Lefert, 2004a).

In die PAMP-vermittelten und in die rassenspezifischen Resistenzantworten sind dhnliche
Signalkomponenten involviert. Sowohl verinderte Ca**-Konzentrationen, als auch die

Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROI) und NO konnten als induzierte Signale
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festgestellt werden (Niirnberger et al., 2004). So wurde gezeigt, dass die Erkennung des
PAMPs Pep13, einem konservierten Peptid aus einem Glykoprotein der Zellwand von
Phytophtora sojae, Ca**-Kanile aktiviert und sich durch als Antwort auf PAMP-
Erkennung zytosolische Ca”**-Konzentration erhdhen (Zimmermann et al., 1997;
Lecourieux et al., 2002). ROI haben eine direkte antimikrobielle Wirkung, tragen aber
auch zur strukturellen Verstirkung der Zellwénde bei und induzieren spéte Ereignisse der
Resistenzreaktion wie z.B. SA-abhédngige Signalwege (Scheel, 1998; Rusterucci et al.,
2001; Nimchuk et al., 2003; Niirnberger et al., 2004). Neueste Ergebnisse legen nahe,
dass ROIs auch in der Begrenzung der Zelltodreaktion beteiligt sein konnen (Torres et al.,
2005). Der Einfluss von NO konnte verschiedenen Systemen nachgewiesen werden
(Delledonne et al., 1998; Durner et al., 1998). Aktuelle Daten zeigen, dass AtNOS1, eine
pflanzliche Stickoxidsynthase, fiir die PAMP-vermittelte Resistenz in A. thaliana
benotigt wird (Zeidler et al., 2004). Ein positiver Riickkopplungsmechanismus, der
sowohl die Produktion von ROI, als auch von NO und SA involviert, scheint ein zentraler
Punkt fiir die Aktivierung der Resistenzantwort zu sein (Nimchuk et al., 2003). Das
Auslosen einer lokalen Resistenzantwort fiihrt aulerdem Aktivierung der systemisch
erworbenen Resistenz (Systemic acquired resistance, SAR), die in der ganzen Pflanze
gegen ein weites Spektrum von Pathogenen wirkt (Durrant und Dong, 2004). Es ist
wahrscheinlich, dass nicht nur einige induzierte Komponenten, sondern der ganze
Abwehrmechanismus sehr dhnlich verlauft. Verschiedene Gruppen haben gezeigt, dass
sich die meisten Unterschiede in Transkriptionsprofilen in der kompatiblen und
inkompatiblen Interaktion quantitativ erkldren lassen (Tao et al., 2003; Navarro et al.,
2004). Dies lasst darauf schlieBen, dass sowohl die PAMP-vermittelte, als auch die
rassenspezifische Resistenz zumindest teilweise dieselben Signaltransduktionswege
benutzen, dass aber in der rassenspezifischen Resistenz die Amplitude dieser Reaktion

sehr viel starker ist.

1.3. Mehltaupilze als Pflanzenpathogene

Echter Mehltau ist eine weit verbreitete Pilzkrankheit und kann in Getreide Ertrags-

verluste von bis zu 30% verursachen (Hiickelhoven, 2005). Mehltau ist ein obligat
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biotropher Askomyzete aus der Ordnung der Erysiphales, die aus nur einer Familie, den
echten Mehltaupilzen, Erysiphaceae besteht (Hiickelhoven, 2005). Die Erysiphaceae
werden in 5 Stimme, Erysipheae, Golovinomycetinae, Cystotheceae, Phyllactinieae und
Blumerieae, sowie weitere Unterstimme und mehr als zehn Genera unterteilt (Braun et

al., 2002).

Mehltaupilze sind obligat biotrophe Parasiten, die nur epidermale Zellen oberirdischer
Organe befallen (Hiickelhoven, 2005; Zhang et al., 2005). Der Kontakt einer
Konidiospore mit einer Blattoberfliache 16st den Keimungsvorgang aus, bei dem sich je
nach Genus ein bis zwei Keimschlduche bilden (Green et al., 2002). Der so genannte
appressorielle Keimschlauch schwillt am Ende an und differenziert ein Appressorium
(Green et al., 2002). Dieses ist ein essentielles Organ fiir die Penetration der Kutikula und
der Zellwand (Green et al., 2002). Mit Hilfe mechanischer und enzymatischer Prozesse
wird die Zellwand durchstoBBen (Green et al., 2002). Nach dem Durchdringen der
Zellwand bildet der Pilz ein Haustorium, was von der Zellmembran des Wirts umgeben
ist, so dass die Wirtszelle intakt bleibt (Plasmamembran-Invagination) (Green et al.,
2002). Das Haustorium ist ein Erndhungsorgan, das den Pilz mit Néhrstoffen versorgt
(Green et al., 2002). Als obligat biotropher Pilz verhindert Mehltau aktiv den Tod der
Wirtszelle, was zum ,,Griine-Insel-Effekt* fiihrt (Hiickelhoven, 2005). Infizierte Zellen
werden zu Mangelgeweben, die aktiv mit Néhrstoffen versorgt werden miissen
(Hiickelhoven, 2005). So werden in A. thaliana in infiziertem Geweben eine Invertase
und ein Zuckertransporter exprimiert, dhnlich wie in anderem Mangelgewebe

(Fotopoulos et al., 2003).

1.4. Die MLA-vermittelte Resistenz von Gerste gegen Gerstenmehltau
Blumeria graminis f.sp. hordei als Modellsystem fiir die rassenspezifisch
Resistenz

Gerste (Hordeum vulgare L.) ist ein Gras aus der Familie der Pocaceae. Gerste kann als
diploide Modellpflanze fiir den hexaploiden, aber wirtschaftlich wesentlich

bedeutenderen Weizen angesehen werden. Da Mehltau bei Getreide groB3e Ernteausfalle
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verursachen kann (vgl. 1.3.), ist die Erforschung des Systems Gerste-Gerstenmehltau von

besonderem Interesse.

Gerstenmehltau, Blumeria graminis (DC Speer) f.sp. hordei (Marchal), kurz Bgh, ist ein
typischer Mehltaupilz. Nach der Landung einer Conidiospore auf deinem Blatt,
entwickelt sich nach ungeféhr 1h ein primérer Keimschlauch fiir die Adhésion und die
Erkennung des Wirts und nach 8-10h ein appressorieller Keimschlauch (Zhang et al.,
2005). Das sich daraus differenzierende Appressorium dient der Penetration der Kutikula
und der Zellwand (Zhang et al., 2005). Nach dem erfolgreichen Eindringen in die Zelle
entwickelt der Pilz nach 15-18h ein Haustorium, ein Erndhrungsorgan, das von der
intakten Plasmamembran des Wirts umschlossen ist (Zhang et al., 2005). Uber dieses
Haustorium werden Monosaccharide aufgenommen (Sutton et al., 1999). Nach ungefahr
24h entwickeln sich die ersten sekundiren Haustorien, nach 3 Tagen beginnt die
Mehltaukolonie mit der Entwicklung von asexuellen Konidiosporen (Zhang et al., 2005).
Sexuelle Sporen werden nur in Kleistothecien auf alternden Blittern produziert und

dienen als Dauerstadien (Zhang et al., 2005).

Verschiedene Resistenzloci gegen Mehltau wurden in kultivierten und wilden
Gerstenrassen identifiziert (Jorgensen und Wolfe, 1994; Schonfeld et al., 1994). Der Mla
(mildew resistance locus a)-Locus vermittelt rassenspezifische Resistenz gegen
spezifische Isolate des Gerstenmehltaus. 28 verschiedene Mla-Spezifititen wurden in
diesem Locus kartiert (Jorgensen und Wolfe, 1994). Sechs davon wurden bisher
molekular isoliert (Mlal, Mla6, Mla7, Mlal0, Mlal2 und Mlal3; Halterman et al., 2001;
Zhou et al., 2001; Halterman et al., 2003; Shen et al., 2003; Halterman und Wise, 2004).
Sie kodieren fiir typische CC-NB-LRR-Proteine mit einer einzigartigen
carboxyterminalen Domine (CT) von ungefihr 100 Aminosiuren, die keine Ahnlichkeit
mit anderen publizierten Proteinsequenzen erkennen ldsst. Die bekannten Sequenzen
zeigen auf Proteinebene ungefahr 97% Identitit in der CC- und NB-Doméne, die Identitét
sinkt dann bis auf 80% in der LRR-CT-Region. Trotz dieser hohen Sequenzéhnlichkeit,
unterscheiden sich MLA-Proteine in ihrer funktionellen Abhidngigkeit von RAR1 und
SGT1 (Jorgensen, 1996; Halterman et al., 2001; Zhou et al., 2001). So ist die MLAG6-
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vermittelte Resistenz abhéngig von RAR1, wihrend die MLA 1-vermittelte Resistenz
nicht ist (Halterman et al., 2001; Zhou et al., 2001) Das ist iiberraschend, da die
Abhingigkeit von RAR1 und SGT1 fiir verschiedene unterschiedliche R-Proteine
konserviert ist. Neueste Ergebnisse zeigen, dass RAR1 die Akkumulation von MLA in
der Abwesenheit des Pathogens kontrolliert (Bieri et al., 2004). Interessanterweise ist
sowohl die Abundanz von MLAG, als auch von MLA1 durch RART1 positiv beeinflusst
(Bieri et al., 2004). Da die Akkumulation von MLA ungeféhr viermal so hoch wie die
von MLAG6 und die Menge von MLA1 in der rarl-Mutante ungefahr so hoch wie die
Menge von MLAG6 im Wildtyphintergrund war, kann man daraus schlieen, dass ein
bestimmter Schwellenwert an R-Protein erreicht werden muss, um eine effektive
Resistenzantwort auslésen zu konnen (threshold model)(Bieri et al., 2004). In chiméren
MLA-Proteinen konnten MLAG6-Spezifitdt von der RAR1- und SGT1-Abhingigkeit
entkoppelt werden (Shen et al., 2003). Dabei akkumuliert die RAR1 unabhingige
Variante deutlich hoher als die RAR1-abhidngige Form (Bieri et al., 2004). Dies ist mit
den fir MLA1 und MLAG6 gefundenen Daten konsistent.

1.5. Zielsetzung dieser Arbeit

Ein Hauptziel der Phytopathologie ist es, die molekularen Mechanismen der Pathogen-
erkennung und die damit verkniipften Signalwege, die zu Resistenz fiihren, aufzudecken.
R-Proteine dienen als Rezeptoren in der Pathogenerkennung, weswegen sie von
besonderem Interesse sind. Wihrend genetische Abhangigkeiten verschiedener R-Gene

relativ gut untersucht sind, sind ihre biochemischen Eigenschaften noch kaum untersucht.

Der Mla-Locus kodiert fiir eine allelische Reihe von R-Proteinen vom CC-NB-LRR-Typ
in der bedeutenden Kulturpflanze Gerste. Ziel dieser Arbeit war die biochemische
Charakterisierung von MLA1 und MLAG in planta. Zu diesem Zweck wurden
homozygote transgene Linien hergestellt, die entweder MLA1 oder MLAG6 mit einer
myc- oder HA-Markierung enthielten.
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Eine Grundlage fiir das Verstidndnis der MLA-Funktion sollte die Untersuchung seiner
Expression in planta und seiner subzelluldren Lokalisation bilden. Die indirekte
Erkennung impliziert einen praformierten Erkennungskomplex. Mittels nativer
Trennungsverfahren sollte dieser Komplex in planta untersucht werden. Zusétzlich sollte
die Interaktion von MLA mit anderen Proteinen gepriift werden. Besonderes Interesse
galt dabei RAR1, SGT1 und HSP90, da bekannt ist, dass verschiedene Mla-Resistenz-
spezifitidten genetisch davon abhéngig sind (Jorgensen, 1996; Halterman et al., 2001;
Zhou et al., 2001; Hein et al., 2005). Des Weiteren sollte die posttranslationale
Regulation untersucht werden, da SGT1 eine mdgliche Verbindung zum Proteasom

darstellt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material
2.1.1. Pflanzenmaterial

2.1.1.1. Hordeum vulgare ssp. vulgare

In dieser Arbeit wurde Gerste (Hordeum vulgare ssp. vulgare) des Kultivars (cv.) Golden
Promise und der rarl-2 Mutante M100 im Kultivars Sultan5 verwendet (vgl. Tabelle 1).
Zur Kultivierung der Gerstenmehltauisolate wurde Pallas 01 und Ingrid 10 verwendet

(vgl. Tabelle 1).

Kultivar/Mutante Mutation Mla-Allel Referenz/Bezugsquelle

Golden Promise ) i Milns Masters, Chester,

England
Sultan5 - Mlal2 Torp und Jorgensen, 1986
Sultan5 M100 rarl-2 Mlal2 gfg&iiﬂgiiingfgi} ?384
Pallas 01 - Mlal Kolster et al., 1986
Ingrid 10 i Mlal2 gzvaelggyelbulls AB, Svalov,

Tabelle 1: Verwendete Gerstenkultivare und Mutanten

2.1.1.2. Arabidopsis thaliana

An Arabidopsis-Pflanzen wurden der Okotyp Col-0 aus dem Nottingham Arabidopsis
Stock Center (NASC) sowie die Mutante rar1-20 und die Doppelmutante pad4 sag101
benutzt (vgl. Tabelle 2).

Okotyp Mutation Referenz/Bezugsquelle

Col-0 - Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC)
Col-0 rarl-20 Warren et al., 1999; Tornero et al., 2002b
Col-0 pad4 sagl01 Dittgen, 2005

Tabelle 2: Benutzte Okotypen und Mutanten von A. thaliana
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2.1.2. Gerstenmehltau Blumeria graminis f. sp. hordei

Zwei Isolate von Gerstenmehltau wurden verwendet, A6 und K1 (vgl. Tabelle 3):

Isolat Bekannte Effektoren Referenz

AvrMlal, AvrMla3, AvrMla7, AvrMlal3, AvrMla22,
AvrM1La, AvrM1(Ab)

AvrMla3, AvrMla6, AvrMla9, AvrMlal0, AvrMlal2,
K1 AvrMlal3, AvrMlg, AvrM1(CP), AvrM1H, Shen, 2004
AvrM1K1, AvrM1La, AvrM1(Ab)

A6 Shen, 2004

Tabelle 3: Gerstenmehltauisolate, ihre Avirulenz- und Virulenzgene

2.1.3 Bakterienstamme

2.1.3.1. Escherichia coli

Fiir die Amplifizierung von Plasmid-DNA wurde der E. coli-Stamm DHS5a benutzt (vgl.
Tabelle 4). Fiir die Expression von Protein wurde der E. coli-Stamm Rosetta benutzt (vgl.

Tabelle 4).

2.1.3.2. Agrobacterium tumefaciens

Fiir die Transformation von Arabidopsis thaliana wurde der A. tumefaciens-Stamm
GV3101 benutzt (vgl. Tabelle 4).

Bakterium Stamm  Genotyp Referenz/Bezugsquelle

F-®80dlacZAM 15 A(lacZY A-argF)
U169 deoR recAl endA1l hsdR17(rk-,

E. coli DH5a mk+) phoA SUPE44 A- thi-1 gyrA96 Invitrogen, Karlsruhe
relAl
. s 1 Mike B6hmer,
E. coli Rosetta  pLysS, zusitzliche tRNA-Codons personliche Mitteilung
A. tumefaciens GV3101 pMP90:RK Koncz und Schell, 1986

Tabelle 4: Verwendete Bakterienstamme von E. coli und A. tumefaciens
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2.1.4. Vektoren

Verschiedene Vektoren wurden in dieser Arbeit benutzt (vgl. Tabelle 5).

Vektorname Zweck Referenz/Bezugsquelle
Expression von Proteinen in vitro in .
PTNT Weizenkeimextrakt Pro.r.nega, Mannheim
pJawohl2 Transformation von Arabidopsis B. Ulker, nicht publizierte
Daten
pGEX-6p-1  Expression von Proteinen in E. coli GE Healthcare, Freiburg

Tabelle 5: Verwendete Vektoren

2.1.5 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden entweder von Invitrogen, Karlsruhe, Operon, Koln, oder Sigma,

Steinheim, synthetisiert.

Name Sequenz5’ > 3’ Orientierung Zweck

Fce04 giéigTTTGTATGCTGAAGC VOrwarts Mla Sequenzierprimer

GEX CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGS riickwirts Amershe}m Pharm'azia,' Freiburg

3 pGEX 3' Sequenzierprimer

GEX  46GCTGGCAAGCCACGTTTGGTG  vorwirts Amersham Pharmazia, Freiburg

5 pGEX 5' Sequenzierprimer

Mla  CTTTCAGCTATTCTAATCTA , S

PIS CCTTC vorwarts Mla Sequenzierprimer

Mla  AGTTTTTGGAGGTGTTGGAT , S

P53 CTTG vorwarts Mla Sequenzierprimer
CGCATGCGGCCGCTCAAGCG Klonierung einer HA-Markierung,

3019 TAATCTGGAACATCGTATGG riickwiirts eines Stopcodons und einer Notl-
GTACTCTGTCGCTTCAGCAT Schnittstelle 5° der CC-Doméne

A nach Aminosiure 166 von MLA




36

Name Sequenz5’ 2> 3’ Orientierung  Zweck
CGCATGCGGCCGCTCAAGCG Klonierung einer HA-Markierung,
3020 TAATCTGGAACATCGTATGG Hekwirt eines Stopcodons und einer Not1-
GTACCTTGAAAGAGATGGCA ~ HEKWars Schnittstelle 5 der NB-Doméine
TGA nach Aminosdure von MLA
S115 g%gﬁggéé¥ggél$$$TATT vorwarts Klonierung von EcoRI 3’ von Mla
CGCATGCGGCCGCTTAATTG . . Klonierung eines Stopcodons und
S117 ATGTCCCTGGTCG rickwérts Not1-Schnittstelle 3’ von
HvWRKY1
Klonierung eines Stopcodons und
S119 g\gi’éggi—?—gggigTCAAGCA riickwarts Notl-Schnittstelle 3’ von
HvWRKY?2
SMO7 GGCGCGCCATGAAACTATGA it Klonierung von Ascl 5” des rpm1-
TCGAGGTT vorwarts Promoters
SM09 AGCAGTTTAAACCCGTGTTG  vorwirts Sequenzierung im rpm1-Promoter
SM10 CTTCTACAAATGCCATCATT  vorwirts Sequenzierung im 35S-Promoter
ATAGTTTAGCGGCCGCCTCA . .
<v1] AGCGTAGTCTGGGACGTCGT . Klglﬁe“fgg, o gé'é“arklemngl
ATGGGTAGGCAGCGTTCATG  MeXWarts - U o = fles t-tragments (I-
CTCTCAA ) von
GAGCATGAACGCTGCCCTCA
SM15 TCAGGATTGGTGAGGTGCCG  vorwirts MLA1 Punktmutation K49R
AGGGAG
CTCCCTCGGCACCTCACCAA
SM16 TCCTGATGAGGGCAGCGTTC  riickwirts MLAT1 Punktmutation K49R
ATGCTC
GAGCTAGTTGGCATATATGG
SM17 AAGGAGGGATCAAGACCTCA  vorwirts MLA1 Punktmutation K173R
TGAGGTTG
CAACCTCATGAGGTCTTGAT
SM18 CCCTCCTTCCATATATGCCA  riickwirts MLA1 Punktmutation K173R
ACTAGCTC
GAGCGGTATACGAGAAGATT
SM19 AGAGGTGATTTCGATTGTCG  vorwirts MLA1 Punktmutation K219R
GGCTTTTG
CAAAAGCCCGACAATCGAAA
SM20 TCACCTCTAATCTTCTCGTA  riickwirts MLA1 Punktmutation K219R

TACCGCTC
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Name Sequenz5’ 2> 3’

Orientierung Zweck

GTGGAGCGAGGGTTGGGGAG
SM21 GCAAGGGAAGCGGAGGCTGC

GGTGAGG

CCTCACCGCAGCCTCCGCTT
SM22 CCCTTGCCTCCCCAACCCTC

GCTCCAC

CCGCTCGAGCGGCTTCCTCA

SM23  GAGTCTCGCTTG

CCCTCAAGACCCGTTTAGAG

SM24 Geecec

GGAATTCCGGATGGAGGAGC

SM25  AGTGGATGATCGGGC

GGAATTCCGGATGGATCCAT

SM26  GATGGGCAGCCAG

GGAATTCCGGATGCTCAGCC

SM27  1CGTGGTGAAGGATGGG

GTGAAGGACGTGCAGCAGGA

Spa06 TG

Sbi GAGCGGTATACGAGAAGATT

101 A

T7ml1 ATTAATACGACTCACTATAGG

vorwarts

riuckwarts

ruckwarts

riuckwarts

vorwarts

vorwarts

vorwarts

vorwarts

rickwarts

vorwarts

MLA1 Punktmutation K916R

MLA1 Punktmutation K916R

Klonierung von Xhol Schnittstelle
3’ von rpm1-Promoter

Sequenzierung von pTNT von 3’
des Inserts

Klonierung von EcoRI 5° von
HvWRKY?2, im richtigen
Leseraster fiir pPGEX-6p-1

Klonierung von EcoRI 5’ von
HvWRKY1, im richtigen
Leseraster fiir pPGEX-6p-1

Klonierung von EcoRI und ATG 5°
von der N-terminalen Deletion von
HvWRKY?2, im richtigen
Leseraster fiir pPGEX-6p-1

Mla Sequenzierprimer

Mla Sequenzierprimer

pTNT Sequenzierprimer

Tabelle 6: Benutzte Oligonukleotide

2.1.6. Enzyme

2.1.6.1. Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen von Roche, Mannheim, oder New England Biolabs, Frankfurt,

wurden zusammen mit den zugehdrigen 10x-Puffern benutzt.
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2.1.6.2. Sonstige kommerzielle Enzyme

Die kommerziellen Enzyme wurden zusammen mit den zugehorigen Puffern eingesetzt

(vgl. Tabelle 7). Fiir Taq wurde 10x-Puffer von Roche, Mannheim, benutzt.

Name Bezugsquelle

Lysozym Roche, Mannheim

Pfu DNA polymerase Stratagene, Heidelberg

RNAse Sigma, Steinheim

RNAse H New England Biolabs, Frankfurt

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)
SuperScript™ II, Reverse Transkriptase
Tag-DNA-Polymerase

T4 DNA Ligase

Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Eigene Herstellung

Roche, Mannheim

Tabelle 7: Verwendete Enzyme

2.1.7. Chemikalien

2.1.7.1. Antibiotika

Antibiotika-Stammldsungen (1000x) wurden in den angegebenen Konzentrationen

hergestellt und bei -20 °C gelagert (vgl. Tabelle 8).

Name Konzentration Bezugsquelle
Ampicillin (Amp) 100 mg/ml in H20 Roth, Karlsruhe
Carbenicillin (Carb) 50 mg/ml in H20 Sigma, Steinheim
Kanamycin (Kan) 50 mg/ml in H20 Serva, Heidelberg
Rifampicin (Rif) 100 mg/ml in DMSO Fluka, Buchs, Schweiz

Tabelle 8: Verwendete Antibiotika
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Bezeichnung

Spezifikation

Bezugsquelle

1 kb DNA-GroBenmarker
Aceton

Acrylamid
Agarose
Aminocapronsiure
Ammoniumacetat
APS
Ascorbinsédure

Bactoagar

BASTA
Benzimidazol
Bistris
Bromphenolblau
CaCl,

Coomassie

dATP

dCTP

dGTP

DMSO

Dodecylmaltosid
DTT

dTTP

EDTA

1 kb DNA ladder, 1 pg/ul

p. a.
Rotiphorese ® Gel 30

SeaKem® LE Agarose for gel
electrophoresis

e-Amino-n-Capronséure
>99 %

p.a.
Ammoniumperoxodisulfat,
reinst

L-Ascorbinsdure
Bacto™ Agar

Basta

Zur Synthese

BIS-TRIS, >98 %
Bromphenolblau
Kalziumchlorid, Dihydrat

Coomassie® Brilliant Blue
G250

dATP (2-deoxyadenosin-5'-
triphosphat)

dCTP (2-deoxycytidin-5'-
triphosphat)

dGTP (2-deoxyguanosin-5'-
triphosphat)

Dimethylsulfoxid (DMSO),
getrocknet

n-Dodecyl B-D-maltoside
Dithiothreitol

dTTP (2-deoxythymidinin-5'-
triphosphat)

Ethylendiamintetraacetat;
Titriplex™ III

Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Cambrex Bio Science,
Rockland, USA

Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA

Basta, Bayer Crop Science
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs, Schweiz

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
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Bezeichnung

Spezifikation

Bezugsquelle

Essigsédure
Ethanol
Ethidiumbromid

Fleischextrakt

Glycerin
Glycin
GSH
Harnstoff
HCl

Hefeextrakt

HEPES
IPTG

Isopropanol

Kaliumacetat

KOH

MGI115

MG132

MgCl,
Milch
MnCl,
MOPS
NaCl

Na,HPO4

Essigsédure (Eisessig), 100 %,
wasserfrei

Ethanol, 96 %

Ethidiumbromid-Losung, 1 %
(10 mg/ml) Stammldsung

Trocken, fir die
Mikrobiologie

Glycerin, wasserfrei, reinst
p. a.

Gluthathion

p. a.
Salzsdure 32 %, p. a.

Bacto™ Yeast Extract

>99.,5 %

Isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranosid

2-Propanol, p. a.

reinst
Kaliumhydroxid-Platzchen,
p. a.

Z-Leu-Leu-Nva-H

Z-Leu-Leu-Leu-H

Magnesiumchlorid-
Hexahydrat, p. a.

Milchpulver, Blotting grade

Manganchlorid-Tetrahydrate
p. a.
3-(N-Morpholino)propane-
sulfonséure

Natriumchlorid, p. a.

di-Natriumhydrogenphosphat,
Dihydrat

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Duchefa, Haarlem, Holland
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Peptides International,
Louisville

Peptides International,
Louisville

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim
Biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Bezeichnung

Spezifikation

Bezugsquelle

NaH,PO4

Natriumlaurylsarkosinat

NaOH

Pepton

Phenol-Chloroform 1:1

Ponceau Rot

Proteinaseinhibitor

Cocktail
RbCl

Saccharose
SDS

Silwet L-77
TCA
TEMED
TRI-Reagenz
Tricin

TRIS

Triton X-100
Trypton

Tween 20
Xylenzyanol

Natriumdihydrogenphosphat,
Monohydrat

Natriumlaurylsarkosinat

Natriumhydroxid-Plétzchen,
p. a.

Bacto ™ Peptone No. 3

Roti®-Phenol/C/1
Ponceau S

Proteinaseinhibitor Cocktail
Complete, EDTA-frei

Rubidiumchlorid

Saccharose, fiir die
Mikrobiologie

SDS / Natriumlaurylsulfat

VAC-IN-STUFF (Silwet L-
77)

Trichloressigsdure

N, N, N’, N’-Tetra-
methylethylendiamid

TRI® Reagent
TRICIN >99 %

UltraPureTM Tris
Hydrochloride

Rein
Bacto™ Tryptone

Tween® 20

Xylene Cyanole FF

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg

Roche, Mannheim
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Lehle Seeds, Round Rock,
USA

Sigma, Steinheim
BIO-RAD, Hercules, USA

Sigma, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Becton, Dickinson and
Company, Sparks, USA

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Tabelle 9: Verwendete Chemikalien
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2.1.7.3. Lésungen und Medien

Der pH-Wert samtlicher Losungen und Medien wurde mit HCI oder NaOH eingestellt,

sofern nichts anderes angegeben ist.

Luria Bertani (LB)-Medium (pro Liter)

Trypton 10g

Hefeextrakt 5¢g

NaCl 10g

(Bactoagar 1,5 % (w/v) fiir Platten)
YEB-Medium

Fleischextrakt 0,5 % (W/v)

Hefeextrakt 0,1 % (W/v)

Pepton 0,5 % (w/v)

Saccharose 0,5 % (W/v)

pH 7,2

(Bactoagar 1,5% (w/v) fiir Platten)

2.1.8. Antikorper

Antikorper Herkunft Konzentration Referenz/Bezugsquelle

a-HA Ratte, 1:5.000 Roche, Mannheim
monoklonal

o-HA-Matrix Ratte, Roche, Mannheim
monoklonal

o-RARI1 Ratte, polyklonal 1:2.500 Azevedo et al., 2002

a-SGTI1 Kaninchen, 1:10.000 Azevedo et al., 2002
polyklonal

a-HSP90 Ratte, polyklonal 1:10.000 Takahashi et al., 2003
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Antikorper Herkunft Konzentration Referenz/Bezugsquelle

a-WRKY all Kaninchen, 1:5.000 Tiirck et al., 2004
polyklonal

o-GST Ziege, polyklonal 1:3.000 GE Healthcare, Freiburg

Tabelle 10: Priméare Antikoérper

Antikorper Konjugat Konzentration Bezugsquelle
Ratt Meerrettichperoxidase 1-2:000; Sigma, Steinheim
a-Ratte P 1:10.000 sma,
. . . 1:5.000- . L
a-Kaninchen Meerrettichperoxidase 1:10.000 Sigma, Steinheim

o-Ziege

Santa Cruz, Santa Cruz,

Meerrettichperoxidase 1:10.000 USA

Tabelle 11: Sekundére Antikorper

2.1.9. Computerprogramme, Datenbanken und sonstige Internetressourcen

2.1.9.1. Programme zur DNA-Analyse

Entwurf und Verarbeitung von Plasmiden

Clone Manager 6, Version 6.00 (Scientific & Educational Software, Cary, NC,

USA)

Alignment von DNA-Sequenzen

Align (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html)

Analyse der Sequenzierchromatogramme

Chromas Pro (Version 1.22) (Technelysium Pty Ltd, Tewantin Qld, Australia)
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2.1.9.2. Programme und Internetressourcen zur Analyse von Proteindaten

Generelle Charakterisierung

Expasy Proteomics Server (http://www.expasy.org/)

Alignment von Proteinen

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/index.html)

Bestimmung von Sumoylierungsstellen (Gramatikoff, 2004)

SUMOplot (http://www.abgent.com/doc/sumoplot)

Datenbank fiir Protein- und Gensequenzen

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.2. Anzucht der Versuchspflanzen und Kultivierung der Pathogene

2.2.1. Anzucht von Arabidopsis thaliana

Arabidopsis-Pflanzen wurden in einem Torfsubstratmix (Stender Substrate, Wesel-
Scharmbeck) mit Zusatz von 0,001 % Confidor WG70 (Bayer, Leverkusen) zum Schutz
vor Fliegenlarven angezogen. Um eine mdglichst gleichmiBige Keimung zu erreichen,
wurden die Pflanzen nach der Aussaat zunichst mit einer durchsichtigen Abdeckung drei
Tage im Dunkeln bei 4 °C gelagert (Stratifikation). Die Keimung wurde anschlieBend
durch Licht und Lagerung bei 20-23 °C induziert (vgl.Tabelle 12). Der Deckel wurde
nach der Keimung weggenommen. Nach zwei bis drei Wochen wurden die Pflanzen

pikiert, sodass fiinf bis neun Pflanzen pro Topf wuchsen.

2.2.2. Anzucht von Gerste

Die Pflanzen wurden fiir Experimente in einer Percivalkammer unter Standard-
konditionen in Erde angezogen (vgl.Tabelle 12). Fiir die Vermehrung wurden die

Pflanzen im Gewéchshaus angezogen bzw. dahin {iberfiihrt (vgl. Tabelle 12).

Pflanze Stadium Photoperiode Trag [°C] Tracht [°C]  Rel. LF. [%]
Arabidopsis Stratifikation g 4th]i301}11:11<e1 4 Variabel
Arabidopsis If%gggﬁeg/ B}}lgfﬁ’(el 23 20 60
Arabidopsis gi‘jﬁiﬁmﬁ gﬁgﬁllt(el 22 22 70
Arabidopsis E;gh];rig;kﬁon :éih;ﬁlil Variabel Variabel Variabel
A B TR
e DL

Gerste Vermehrung  Variabel Variabel Variabel Variabel
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Pflanze Stadium Photoperiode Trag [°C] Tnacht [°C]  Rel. LF. [%]
Temperatur- 16h Licht, .

Gerste schock %h Dunkel vgl. 2.2.1.3.  wvgl.2.2.1.3. Variabel
Isolation von  12h Licht, .

Gerste Wurzeln 12h Dunkel 18 18 Variabel

Tabelle 12: Anzuchtbedingungen der verwendeten Pflanzen

2.2.2.1. Temperaturschockbehandlung von Gerstenpflanzen
Junge Gerstenpflanzen wurden nach einer Woche in identische Kammern mit

unterschiedlichen Temperaturen (4 °C, 18 °C, 37 °C) iiberfiihrt (vgl. Tabelle 12). Nach

verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben genommen.

2.2.2.2. Kultivierung von Gerstenpflanzen zur Isolation von Wurzelgewebe
In Einmachglédsern wurde 0,5 % (w/v) Bactoagar in Wasser autoklaviert. Die Spelzen

wurden von den Gerstensamen entfernt und diese dann fiinf Minuten lang in 70%
Athanol inkubiert und anschlieBend getrocknet. Die sterilisierten Samen wurden
gleichmiafBig auf dem Agar verteilt und in einer Klimakammer zum Keimen inkubiert (vgl.

Tabelle 12). Nach sieben Tagen wurden die Wurzeln geerntet.

2.2.3. Kultivierung von Gerstenmehltau

Gerstenmehltau wurde auf anfélligen Gerstenkultivaren in einer Klimakammer
angezogen. Fiir das Pilzisolat A6 wurde Pallas 01 benutzt, fiir das Pilzisolat K1 Ingrid 10
(vgl. Tabelle 1, Tabelle 3). Gerstenkeimlinge wurden nach einer Woche mit dem Pilz
inokuliert, nach einer weiteren Woche ist das Blattmaterial der Wirtspflanzen mit den
Konidien sporulierender Mehltaukolonien iiberzogen. Diese wurden dann zur Inokulation

verwendet (vgl. 2.2.2.).

2.2.4. Inokulationsexperimente

Samtliche Inokulationsexperimente wurden mit dem abgeschnittenen Primérblatt oder

ganzen sieben Tage alten Gerstekeimlingen fiinf bis zehn Tage nach Inokulation der



47

Wirtspflanzen durchgefiihrt. Um eine moglichst gleichméBige Inokulationsdichte zu
gewihrleisten, wurden die Pflanzen unter einem speziell angefertigten Inokulationsturm
platziert, durch dessen obere Offnung die Sporen von den infizierten Wirtspflanzen
abgeschiittelt wurden. Nach einer Minute hatten sich die Sporen auf den darunter

befindlichen Blittern abgesetzt.

Fiir die Isolation homozygoter Linien wurde das Primérblatt abgeschnitten und auf eine
Agarplatte (1 % Agar, 85 uM Benzimidazol) gelegt. Diese Platte wurde dann wie
beschrieben inokuliert und der Phénotyp nach einer Woche ausgewertet. Um den
Phénotyp bestimmter Pflanzenlinien zu dokumentieren, wurden ganze Pflanzen inokuliert

und diese nach einer Woche fotografiert.

2.2.5. Selektion homozygoter transgener Gerstenlinien

Um homozygote Linien der Transformanden mit nur einer Insertion zu isolieren, wurden
die abgeschnittenen Primérblétter von T,-Pflanzen auf Resistenz mit beiden
Mehltauisolaten getestet. Die Primérblétter von jeweils 24 T,-Nachkommen der
resistenten T-Pflanzen wurden untersucht. Wenn keine Segregation mehr stattfand,
sondern alle Nachkommen homozygot resistent gegen das zum Transgen
korrespondierende Mehltauisolat waren, wurde diese Linie als homozygot fiir das

entsprechende Mla-Gen angesehen.

Fiir die Selektion der Kreuzungen mit rarl-2 wurden fiir rarl-2 homozygote Linien von
Stéphane Bieri aus der F;-, bzw. F,-Generation iibernommen und die F»-, bzw. F3-
Nachkommen auf Resistenz getestet. Wenn keine Segregation mehr stattfand, sondern
alle Nachkommen homozygot resistent waren, wurde diese Linie als homozygot fiir das

entsprechende Mla angesehen.
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2.3. Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Manipulation von Nukleinsauren

2.3.1.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) von Plasmid- und genomischer DNA

Mit Hilfe der Tag-DNA-Polymerase konnen in der Polymerase-Kettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) spezifische DNA-Fragmente amplifiziert werden.
Dazu miissen Enzym und DNA-Matrize in einem Reaktionsansatz mit einer
Desoxynukleotidmischung (dANTPs) und spezifischen Oligonukleotiden, welche den zu
amplifizierenden DNA-Abschnitt begrenzen, versetzt werden und Schritte mit
verschiedenen Temperaturen durchlaufen (Sambrook et al., 1989). Das Volumen der

PCR-Ansitze betrug 20-100 pl. Es wurden folgende Bedingungen gewihlt:

Reagenz Menge

DNA (genomisch oder Plasmid) 20-50 ng

PCR-Puffer (10x; Roche, Mannheim) 1/10 des Reaktionsvolumens
dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) Je 0,2 mM

Oligoprimer, vorwérts 10 uM

Oligoprimer, riickwiérts 10 uM

Taq-Polymerase 2,50

Wasser Nach Bedarf

Tabelle 13: PCR-Reaktionsmix

Schritt  Status Temperatur [°C] Dauer

1 Anfangliche Denaturierung 94 30 sec

2 Denaturierung 94 30 sec

3 Anlagerung der Oligonukleotide 50-65 30 sec

4 Erweiterung 72 1-2 min
Wiederholung Schritt 2-4 - 35x

5 Letzte Erweiterung 72 5 min

Tabelle 14: Temperaturprofil der PCR-Reaktion
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2.3.1.2. PCR von E. coli-Kolonien

Fiir eine erste Selektion transformierter Bakterien wurde jeweils ein Teil der zu
untersuchenden Kolonie mit einem PCR-Ansatz vermischt. Die PCR wurde wie in 2.3.1.1.
fiir Plasmid- und genomische DNA beschrieben durchgefiihrt. Die anfingliche

Denaturierungsphase wurde jedoch auf fiinf Minuten verlédngert.

2.3.1.3. Gezielte Punktmutagenese

Gezielte Punktmutagenese wurde mit dem QuikChange® site-directed mutagenesis Kit

von Stratagene”, Heidelberg, nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.1.4. Restriktionsverdau

Restriktionsverdaue wurden zur Vorbereitung fiir eine Ligation und zum Test
transformierter Kulturen durchgefiihrt. Fiir alle Restriktionsverdaue wurden die vom
Hersteller angegebenen Bedingungen benutzt. Pro 10 pl wurden ~1 U Enzym eingesetzt.
Die Verdaue wurden fiir mindestens eine Stunde bei der vom Hersteller angegebenen

Temperatur inkubiert.

2.3.1.5. Dephosphorylierung

Um Ligation in den Herkunftsvektor zu verhindern, wurde das geschnittene Insert 1. d. R.
mit SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase) am 5’-Ende dephosphoryliert. Dazu wurde das
die DNA mit SAP in Dephosphorylierungspuffer fiir mindestens zehn Minuten bei 37 °C
inkubiert und danach das Enzym bei 60 °C fiir 30 Minuten hitzedeaktiviert.

Dephosphorylierungsansatz

DNA 1 pmol
Dephosphorylierungspuffer, 10x 2 ul
SAP 1 ul

H,O ad 20 pl
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2.3.1.6. Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmenten nach Verdau, Behandlung mit SAP oder ausgeschnitten aus
Agarosegelen wurden mit dem Nucleo Spin Extract I (Macherey-Nagel, Diiren) nach

Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.3.1.7. Ligation

Um Vektor und Insert zu ligieren, wurden sie mit T4-Ligase bei 16 °C iiber Nacht

inkubiert.

Ligationsansatz
Insert 6 ul
Vektor 2 ul
T4-Ligase-Puffer, 10x 1 ul
T4-Ligase I ul

2.3.2. DNA-Analyse

2.3.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA zur Kontrolle von Transformationen (Boiling
Miniprep)

Bakterien wurden in drei bis fiinf Milliliter LB-Medium {iber Nacht auf einem Schiittler
bei 37 °C und 200 rpm angezogen. Ein bis zwei Mililiter der Bakterienkultur wurden
abgenommen und abzentrifugiert (1 min, 15.000 g, RT). Der Uberstand wurde verworfen.
Zum Pellet wurden 100 pl STETL-Puffer zugegeben und es darin resuspendiert. Die
Losung wurde fiir 30 Sekunden gekocht und dann in der Tischzentrifuge abzentrifugiert
(15 min, 15.000 g, RT). Das Pellet wurde mit einem Zahnstocher entfernt. Der Uberstand
wurde mit 100 pl Isopropanol gemischt, so die DNA gefillt und (15 min, 15.000 g, RT)
abzentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde kurz getrocknet und dann in 25 — 50 ul Wasser
mit RNAse (0,1 mg/ml) aufgenommen.
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STETL-Puffer

Saccharose 8 % (W/v)
Triton X-100 5% (v/v)
EDTA 50 mM
Tris/HCI pH 8,0 50 mM
Lysozym, frisch zugegeben 0,5 g/ml

2.3.2.2. Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir verschiedene Experimente, z. B. Sequenzierung, in vitro-Expression mit
Weizenkeimextrakt und Klonierungen, wird DNA von hoherer Qualitdt benotigt, als man
sie durch eine Boiling Miniprep erhalten kann. Deswegen wurde diese Experimente
Plasmid mit einem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit (Peqlab, Erlangen) oder fiir groBBere
Ansitze mit einem NucleoBond™ PC100 Kit (Macherey-Nagel, Diiren) nach

Herstellerinformationen aufgereinigt.

2.3.2.2. Isolierung von DNA aus Gerste

Junge Gerstenblétter wurden in Reaktionsgefa3en gesammelt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Blétter wurden unter fliissigem Stickstoff gemorsert und mit 650 pl
Harnstoffpuffer vermischt. Nach Zugabe von 500 pl Phenol-Chloroform (1:1) wurden die
GefaBe fiir zehn Minuten waagrecht schiittelnd gemischt. Danach wurden sie ab-
zentrifugiert (10 min, 15.000 g, RT). 500 ul des Uberstandes wurden mit 50 pl
Ammoniumacetatpuffer und 500 pl Isopropanol durch Invertieren gemischt und
abzentrifugiert (5 min, 15.000 g, RT). Das Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen und

in sterilem Wasser aufgenommen.

Harnstoffpuffer
Harnstoff 7™
NaCl 0,35 M
Tris pH 8,0 50 mM
EDTA 20 mM

Natriumlauroylsarkosinat 1 % (w/v)
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Ammoniumazetatpuffer
Eisessig (100 %) 27,5 % (v/v)
Ammoniumacetat (fliissig, Stammldsung 22,5 % (v/v) der
>25%) Stammldsung

2.3.2.3. Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten zur Uberpriifung auf vorhandene Mutationen
wurde vom Automatischen DNA-Isolierung und Sequenzierungs-Service (ADIS) des
Max-Planck-Instituts fiir Ziichtungsforschung, Kéln, (http://adis.mpiz-koeln.mpg.de/)
durchgefiihrt. Dabei wurden die Sequenzierer Abi Prism 377 und 3700 (Applied
Biosystems, Weiterstadt) mit der Big Dye-terminator-Methode benutzt (Sanger et al.,
1977).

2.3.2.4. Sequenzanalyse

Sequenzvergleiche und Analyse der Sequenzdaten erfolgten mit den unter 2.1.9.1.

aufgefiihrten Programmen.
2.3.3. RNA-Analyse

2.3.3.1. RNA-Extraction (in Zusammenarbeit mit Francesca Ceron)

Aufgrund der erhohten Instabilitdt von RNA sowie der Gefahr der Degradation durch
RNasen wurden bei der RNA-Extraktion besondere Vorsichtsmaflnahmen zu treffen
(durchgéngiges Arbeiten mit Handschuhen, Verwendung autoklavierter Gefél3e,
Durchfiihrung der Arbeiten auf Eis, sofern nicht anders angegeben). Zur besseren
Handhabung wurden RNA-Extraktionen mit TRI-Reagenz durchgefiihrt. Die RNA-
Extraktion aus Blattgewebe erfolgte verdndert nach dem Protokoll von Chomczynski und

Sacchi (Chomczynski und Sacchi, 1987):

Blattmaterial wurde unter fliissigem Stickstoff fein gemdrsert. Ein Milliliter TRI-Reagenz
wurde zugefiigt und die Losung fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 200 pul
Chloroform wurden zugefiigt, 15 Sekunden gemischt und drei Minuten bei RT inkubiert.
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Das Gemisch wurde abzentrifugiert (15 min, 15.000 g, 4 °C). Die obere Phase wurde
abgenommen, mit 500 pl Isopropanol gemischt und fiir zehn Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert, um die RNA zu fillen. AnschlieBend wurde es abzentrifugiert (10
min, 15.000 g, 4° C). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet durch Zugabe von
einem Milliliter eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und abzentrifugiert (5 min, 15.000 g,
RT). Das Pellet wurde an der Luft bei Raumtemperatur getrocknet und in 30 - 50 pl
RNAse-freiem Wasser resuspendiert. AnschlieBend wurde es fiir zehn Minuten bei 60 °C
inkubiert. Die auf diese Weise gewonnenen RNA-Proben kdnnen fiir einige Tage bzw.

Wochen bei —20 °C bzw. -80 °C gelagert werden.

2.3.3.2. Semiquantitative RT-PCR (in Zusammenarbeit mit Francesca Ceron)

Mittels RT-PCR kann die Transkriptionsaktivitdt von Genen iiber die Erfassung von
deren Transkript-(mRNA-)akkumulation analysiert werden. Dazu werden die mRNA-
Transkripte der zu analysierenden Gene zunéchst im Verhéltnis 1:1 in cDNA revers
transkribiert (RT). Eine anschlieBende PCR-Reaktion amplifiziert das Signal. Die nach
gelelektrophoretischer Auftrennung erhaltene Signalstirke ist somit proportional zur
Menge an urspriinglich vorhandener mRNA. Um die Intensitdten der erhaltenen Signale
besser in Relation setzen zu kénnen, wurde in jedem Ansatz sowohl die Expression des
zu untersuchenden Gens als auch die einer internen konstitutiv exprimierten Kontrolle

untersucht.

Die reverse Transkription erfolgte nach folgendem Protokol: Der Ansatz fiir die reverse
Transkription wurde 10 min bei 70 °C inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. 4 pl
Erststrangpuffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl 0,1 M dNTPs wurden zugefiigt und die
Mischung zwei Minuten auf 42°C inkubiert. Ein Mikroliter (200 U) Superskript II wurde
zugefiigt und zehn Minuten bei 25 °C, 50 Minuten bei 42 °C und 15 Minuten bei 70°C
inkubiert. Danach wurde ein Mikroliter (2 U) RNAse H zugefiigt und die RNA bei 37°C
fiir 20 min Verdaut. 1 pl des Ansatzes wurde dann fiir PCR benutzt.
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Ansatz fur reverse Transkription mit Invitrogen RT Superscript 11

RNA 3ug
Oligo dT-18 Nukleotid, 10 uM 2 ul
H,O ad 20 pl

2.3.4. Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauremolekilen

Zur elektrophoretischen Auftrennung wurden die PCR- bzw. RT-PCR-Produkte
zundchst mit DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte in 0,7 % — 1 %
Agarosegelen in DNA-Elektrophoresepuffer bei max. 200 V. Durch Interkalation des
Ethidiumbromids in die Nukleinsdurefragmente werden diese auf dem UV-Trans-
illuminator bei einer Anregungswellenldnge von 254 nm sichtbar. Zur Abschétzung der

Fragmentgroflen wurde ein Gréfenstandard (1 kb DNA-Marker) mit aufgetrennt.

6x DNA-Ladepuffer

Bromophenolblau 0.1 % (v/v)
Xylenzyanol 0,1 % (v/v)
Glycerol 60 % (v/v)
EDTA, pH 8,0 60 mM

DNA-GroBenmarker (50 ng/ul)

1Kb DNA-GroBenmarker 50 ul

DNA-Ladepuffer (10x) 200 ul

H,0O ad 1 ml
Agarosegel

Agarose 0,7% — 1 % (w/v)

DNA-Gelelektrophoresepuffer 1x

Ethidiumbromidldsung (10 mg/ml) 0,02 %

DNA-Gelelektrophoresepuffer (TAE) (50x)




Tris
EDTA
Essigsdure
H,O

pH 8,5

2.3.5. Transformation von Bakterienstammen

2.3.5.1. Herstellung chemisch kompetenter Zelle des E.coli-Stammes DH5a

242 g
18,6 g
57,1 ml
Ad11
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100 Milliliter LB-Medium wurden mit einem Milliliter einer Ubernachtkultur angeimpft

und bei 37 °C fiir 2 Stunden und 225 rpm inkubiert. Bei einer ODgop von 0,3 — 0,5 wurde

die Kultur in Zentrifugenbecher iiberfiihrt und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert, dann

abzentrifugiert (10 min, 4.000 g, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen. Die Pellets

wurden in 0,4 Volumen TFB1 resuspendiert, fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert und danach

abzentrifugiert (10 min, 4.000 g, 4 °C). Die Pellets wurden in 0,04 Volumen TFB2

aufgenommen und als 50 —100 pl Aliquots bei -80 °C gelagert.

TFB1
Kaliumacetat
MnCl,
RbCl
CaCl,
Glycerol
pH 5,8

30 mM
50 mM
100 mM
10 mM

15 % (v/v)
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TFB2
MOPS 10 mM
CaCl, 75 mM
RbCl 10 mM
Glycerol 15 % (v/v)
pH 7,0

2.3.5.2. Transformation des E.coli-Stammes DH5a

Fiir die Transformation wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und 5 pl einer
Ligationsreaktion bzw. 0,5 ul Plasmid hinzugefiigt. Die Reaktion wurde 30 Minuten auf
Eis inkubiert, 90 Sekunden bei 42°C im Wasserbad inkubiert, noch mal fiir zwei bis finf
Minuten auf Eis gestellt und danach auf Platten mit einem Antibiotikum zur Selektion

transformierter Bakterien ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.5.2 Transformation des E.coli-Stammes Rosetta

Chemisch kompetente Bakterien wurden freundlicherweise von Chian Kwon zur
Verfligung gestellt. Die Transformation wurde nach dem in Abschnitt 2.3.5.1. fiir DH5a
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

2.3.5.3. Transformation des A. tumefaciens-Stammes GV3101
Der Agrobacterium tumefaciens-Stamm GV3101 ist resistent gegen Rifampizin und

enthilt das Helferplasmid pMP90:RK, das ein Gen fiir Kanamyzinresistenz exprimiert.
Nach dem Auftauen elektrokompetenter Agrobakterien (freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt von Anja Reinstddler) auf Eis wurden 50 ul davon zusammen mit 1 pl zu
transformierender DNA in vorgekiihlte Elektroporationskiivetten gegeben und bei

folgenden Parametern mit einem Apparat von Bio-Rad transformiert:

Gene Pulser 2,5>V,25uF
Pulse Control 125 uF
Capacitance Extender 400 Q
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Nach der Transformation wurde sofort ein Milliliter YEB-Medium zugegeben und die
Bakterien in einem neuen Gefal fiir zwei Stunden bei 200 rpm und 28 °C inkubiert.
Nachdem sie abzentrifugiert wurden (2 min, 15.000 g, RT), wurden sie in 100 ul YEB
aufgenommen und auf YEB-Platten ausgestrichen. Die Platten wurden fiir zwei Tage bei

28 °C inkubiert.

2.3.6. Transformation von A. thaliana

Bei der Herstellung transgener Arabidopsis-Linien durch Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer wird ein genetisches Vektorkonstrukt mithilfe von Agrobacterium
tumefaciens in das pflanzliche Gewebe eingebracht (vgl. (Shaw et al., 1983). Zur
genetischen Transformation von Arabidopsis wurden Pflanzen mit mehreren geéffneten
Bliitenstéinden verwendet. Dabei wird nach folgendem Protokoll verfahren (nach (Clough

und Bent, 1998) veridndert):

Als Starterkultur wurden drei bis fiinf Milliliter YEB-Medium mit dem jeweiligen
transgenen Agrobacterium-Stamm inokulieren. Zur Selektion enthélt das Medium bereits
die Antibiotika, fiir welche der Vektor und das Bakterium Resistenzgene tragt (hier:
Carbenicillin, Rifampicin und Kanamycin; vgl. 2.1.7.1.). Die Starterkultur wurde fiir zwei
bis drei Tage bei 28 °C auf einem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. 200 ml YEB-Medium
mit Antibiotikum wurden mit drei Milliliter der Starterkultur inokuliert und fiir zwei bis
drei Tage bei 28 °C auf einem Schiittler bei 200 rpm inkubiert. Dig Bakteriensuspension
wurde im Rotor A 6.9 abzentrifugiert (20 min, 4800 rpm RT). Die Pellets wurden in 150
ml 5 % Saccharoselosung resuspendieren und danach auf ODggyo 0,8 mit 5 %
Saccharoseldsung eingestellt. 300 ml der Bakteriensuspension wurden mit 180ul Silwet
L-77 gemischt und di¢ zu transformierenden Arabidopsis-Pflanzen fiir ca. 30 Sekunden
mit den Bliitenstdnden in die Suspension getaucht. Die Pflanzen wurden abgedeckt fiir 24

Stunden bei schwachem Licht waagerecht inkubiert.

Nach einigen Wochen konnte von den transformierten Pflanzen Saatgut geerntet werden.

Da jedoch nur diejenigen Nachkommen das Vektorkonstrukt enthalten, welche aus einer
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transformierten Eizelle hervorgegangen sind, ist in der ersten Nachkommengeneration
(T;-Generation) ein erneuter Selektionsschritt notwendig. Dazu werden ca. zwei Wochen
alte T;-Pflanzen mit dem Herbizid BASTA, das aus 18 % (w/v) Glufosinatammonium
besteht, bespriiht. Da der verwendete Vektor auch ein Gen fiir die Phosphinothricin-
acetyltransferase (PAT), ein Resistenzgen gegen dieses Herbizid, enthilt, iiberleben nur
Pflanzen, die das gewiinschte Konstrukt auch tatsdchlich enthalten. Bei Bedarf kann die

Behandlung ein- bis zweimal im Abstand von wenigen Tagen wiederholt werden.

2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Extraktion nativer Pflanzenproteine aus Gerste und

Probenvorbereitung

2.4.1.1. Extraktion

Gerstenblatter wurden in fliissigem Stickstoff gemorsert und in Proteinextraktionspuffer
suspendiert. Die Losung wurde zweimal abzentrifugiert (5 min, 15.000 g, 4 °C) und das
Pellet jeweils verworfen. Die Proteinkonzentration im Uberstand wurde mit der
Bradfordldsung von Bio-Rad bestimmt. Der Proteinrohextrakt wurde fiir andere
Experimente benutzt oder mit Laemmli-Ladepuffer bis zu einer Endkonzentration von 1x
versetzt, fir fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE

aufgetrennt.

Proteinextraktionspuffer

HEPES pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 10 mM
Ascorbinséure 5mM
DTT 5 mM

Proteaseinhibitorcocktail Complete Ix
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Laemmli-Ladepuffer, 2x

H,0 5 ml
Tris pH 6,8 (1 M) 5ml
SDS (10% [w/v]) 20 ml
Glycerol 10 ml
Bromphenolblau 0,01 %
DTT (1 M) 10 ml

2.4.1.2. Fraktionierung der mikrosomalen Proteine

Proteinrohextrakt wurde wie unter 2.4.1.1. beschrieben oder mit verschiedenen
Salzkonzentrationen von 50 mM, 100 mM, 250 mM oder 500 mM NacCl hergestellt. Die
Proteinkonzentration wurde auf 1pg/pl eingestellt und die Mikrosomen pelletiert (1 h,
100.000 g, 4 °C) und die Pellets wieder in dem entsprechenden Extraktionspuffer

aufgenommen.

Alternativ dazu wurde Proteinrohextrakt wie unter 2.4.1.1. beschrieben hergestellt, die
Proteinlosung auf 1ug/ul und die Salzkonzentrationen auf 50 mM, 100, mM, 150 mM,
250 mM oder 500 mM eingestellt und die Proben bei 4 °C eine Stunde lang inkubiert.
Danach wurden die Mikrosomen pelletiert (1 h, 100.000 g, 4 °C) und die Pellets wieder

in dem entsprechenden Extraktionspuffer aufgenommen.

In beiden Fallen wurden jeweils gleiche Volumina mit Laemmli-Ladepuffer bis zu einer
Endkonzentration von 1x versetzt, fiir fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt, abzentrifugiert und

mittels SDS-PAGE aufgetrennt.

2.4.1.3. Acetonfallung
Um Proteine mit Azeton zu fdllen, wurden sie tiber Nacht in 80 % Aceton bei -20 °C
inkubiert und dann abzentrifugiert (5 min, 15.000 g, 4 °C). Das Pellet wurde in 1x

Laemmli-Ladepuffer aufgenommen, fiir 5 min bei 95 °C erhitzt und abzentrifugiert (vgl.

24.1.1.).
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2.4.1.4. Trichloressigsaure-(TCA-)fallung

Die Probe wurde mit einer 100 % (w/v) TCA-Losung bis zu einer Endkonzentration von
10 % versetzt, mindestens 30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieend abzentrifugiert
(5 min, 15.000 g, 4°C). Das Pellet wurde mit -20 °C kaltem 100 % Ethanol gewaschen

und getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 1x Laemmli-Ladepuffer aufgenommen, fiir

fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt und abzentrifugiert (vgl. 2.4.1.1.).
2.4.2. Expression von Proteinen in vitro

2.4.2.1. Expression in Weizenkeimextrakt

Gene im pTNT-Vektor mit dem TNT® Coupled Wheat Germ Extract System (Promega,
Mannheim) nach Herstellerangaben exprimiert. Das Weizenkeimextrakt wurde fiir andere
Experimente benutzt oder mit Laemmli-Ladepuffer bis zu einer Endkonzentration von 1x
versetzt, fir flinf Minuten bei 95 °C erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1.,2.4.6.2.).

2.4.2.2. Expression und Aufreinigung von GST-markiertem Protein aus E. coli

Zum Test, ob transformierte E. coli das GST-markierte Protein exprimieren, wurden drei
bis fiinf Milliliter LB-Medium angeimpft und fiir mindestens 6 Stunden wachsen gelassen.
Die Produktion des Fusionsproteins wurde mit 1 mM IPTG induziert und die Kultur {iber
Nacht wachsen gelassen. 150 pl wurden abgenommen und in 100 pl Laemmli-Ladepufter
aufgenommen. Die Probe wurde fiir 5 min bei 95 °C erhitzt, abzentrifugiert und 10 pul

davon mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1., 2.4.6.2.).

Fiir die Aufreinigung groferer Mengen wurden drei bis fiinf ml LB-Medium angeimpft
und die Ubernachtkultur als Starterkultur fiir 400 ml LB-Medium genommen. Die
Bakterien wurden bis zu einer ODgyy von 0,5 wachsen gelassen, bevor sie mit | mM
IPTG induziert wurden. Die Kultur wurde iiber Nacht bei 28 °C und 200 rpm auf einem
Schiittler inkubiert. Die Kultur und die Zentrifugenbecher wurden vorgekiihlt und in
einem JA 10-Rotor abzentrifugiert (10 min, 5.500 rpm, 4 °C). Das Pellet wurde in 30 ml

Lysispuffer ohne Tween-20 resuspendiert und mit Ultraschall sonifiziert, bis die Losung
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etwas klarer wurde. Die Zellbruchstiicke wurden in einem JA 25.50-Rotor abzentrifugiert
(1 h, 22.000 rpm, 4°C). Alle folgenden Schritte wurden im Kiihlraum durchgefiihrt. Der
Uberstand wurde durch einen Rotilabo®-Spritzenfilter (Roth, Karlsruhe) filtriert um
restliche Schwebstoffe zu entfernen. ~300 pl -Matrix (Amersham Pharmacia, Freiburg)
wurden mit zehn Volumen Lysispuffer gewaschen. Die Probe wurde geladen und noch
mal mit zehn Volumen Lysispuffer gewaschen. Die Matrix wurde in Lysispuffer
aufgenommen und fiir maximal eine Woche bei 4 °C gelagert. Zum Test der
Aufreinigung wurden 5 — 10 pl 1x Laemmli-Ladepuffer versetzt, fiir fiinf Minuten bei

95 °C erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1., 2.4.6.2.).

Lysispufferr

Tris pH 7,6 50 mM
NaCl 150 mM
Glycerol 10 % (v/v)
Tween-20 0,1 % (v/v)
DTT 1 mM
Proteaseinhibitorcocktail Complete Ix

2.4.2.3. Expression und Extraktion von Protein aus S. cervisiae

Hefekulturen, in denen Proteine induziert wurden, wurden freundlicherweise von Qian-
Hua Shen zur Verfiigung gestellt. Gleiche Mengen Hefekultur wurden aliquotiert und
dreimal in fliissigem Stickstoff eingefroren und fiir jeweils fiinf Minuten bei 95 °C
inkubiert. Die aufgeschlossene Zellen wurden mit Laemmli-Ladepuffer bis zu einer
Endkonzentration von 1x versetzt, fiir fiinf Minuten bei 95 °C erhitzt, abzentrifugiert und

mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1.,2.4.6.2.).
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2.4.3. Enzymatische Tests und Inhibitorstudien

2.4.3.1. Test der Ubiquitinylierung von MLA

Prozessiertes Ubiquitin wurde freundlicherweise von Hans-Peter Stuible zur Verfiigung
gestellt. Es handelt sich dabei um das Hexahistidin-markierte Genprodukt der ersten
Wiederholung des Polyubiquitingens Ubq10 (At4g05320; (Callis et al., 1995). Zum Test
der Ubiquitinylierung wurden jeweils 10 ul des in Weizenkeimextrakt exprimierten
Proteins (vgl. 2.4.2.1.) bei Raumtemperatur fiir 1 h mit Ubiquitin inkubiert.

Die Proben wurden mit Laemmli-Ladepuffer bis zu einer Endkonzentration von 1x
versetzt, fiir 5 min bei 95°C erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt
(vgl. 2.4.1.1.,2.4.6.2.).

2.4.3.2. Test der Sumoylierung von MLA

Das in vitro-Sumoylierungssystem wurde freundlicherweise von Hans-Peter Stuible zur
Verfiigung gestellt. Das System besteht aus den drei Komponenten E1-Enzymkomplex,
E2-Enzym und SUMO. Der heterodimere E1-Komplex (SUMO-aktivierendes Enzym)
wird als SAE1+2-Komplex bezeichnet und besteht aus den Arabidopsis-Proteinen
At5g50680 und At2g21470. Beide Proteine wurden als Hexahistidin-Fussionsproteine in
E. coli exprimiert. Das E2-Enzym (SUMO-konjugierendes Enzym) wird als UBC9
bezeichnet und wird von At3g57870 kodiert. Wie alle anderen Proteine wurde es als
Hexahistidinfussionsprotein in E. coli exprimiert. Die verwendete SUMO-Variante wurde
durch aminoterminale Fussion einer Strepll- sowie einer Hexahistidin-Markierung an die
prozessierte Isoform von SUMO 2 aus Arabidopsis At5g55160 erhalten (StrepII-HIS-
AtSUMO2). Als Testpeptidase wurde die katalytische Doméne der SUMO-Isopeptidase
ULPI aus S. cervisiae verwendet. Das Konstrukt wurde als carboxyterminale
Hexahistidinfusion in E. coli exprimiert. Die Verwendung und Eigenschaften der
katalytischen Doméne von ULP1 sind von Li und Hochstrasser beschrieben worden (Li

und Hochstrasser, 2003). Verwendet wurde das Konstrukt C204.

Zum Test der Sumoylierung wurden jeweils 20 pl des in Weizenkeimextrakt

exprimierten Proteins (vgl. 2.4.2.1.) bei Raumtemperatur fiir eine Stunde mit dem den
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Enzymen der Sumoylierungskaskade inkubiert. Der Ansatz wurde geteilt und ein Aliquot
mit ULP1 fiir eine weitere Stunde inkubiert. Die Aliquots wurden mit Laemmli-
Ladepuffer bis zu einer Endkonzentration von 1x versetzt, fiir fiinf Minuten bei 95 °C

erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1., 2.4.6.2.).

2.4.3.3. Studie mit Proteasominhibitoren

Um den Einfluss des Proteasoms auf die Proteinakkumulation im Ruhezustand zu
untersuchen, wurde von Gerstenbléttern die untere Epidermis abgezogen und sie dann mit
20 mM CHX aus einer Stammlosung von 0,5 g/ml in DMSO oder 50 uM MG115 oder
MG132 (Stammldsung nach Angaben des Herstellers) 15 Minuten unter Vakuum
infiltriert und anschliefBend in einem Klimaschrank bei 18 °C inkubiert. Nach zwei, vier
und sechs Stunden wurden Proben genommen und Protein extrahiert (siche 2.4.1.1.,

2.4.6.2)
2.4.4. Interaktionsstudien

2.4.4.1. Immunoaufreinigung aus pflanzlichem Proteinrohextrakt

Proteinextrakt wurde wie unter 2.4.1.1. beschrieben extrahiert. Das Extrakt wurde fiir
eine Stunde bei 100.000 g abzentrifugiert, um Membranfragmente zu entfernen. Der
geklarte Extrakt wurde mit 2-5 pl a-HA-Antikorper oder 30 — 50 pl gewaschener a-HA-
Matrix (Roche, Mannheim) fiir eine Stunde bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. Im
Falle eines von nicht Matrix-gekoppeltem Antikdrpers wurde nach einer Stunde 20 — 30
ul gewaschene Protein G-Matrix (Roche, Mannheim) zugefiigt, die Losung nochmals
eine Stunde bei 4 °C inkubiert und anschlieend abzentrifugiert (1 min, 15.000 g, 4 °C).
Die Matrix wurde dreimal mit Extraktionspuffer gewaschen (vgl. 2.4.1.1.) Mit 1x
Laemmli-Ladepuffer wurden die Proteine von der Matrix eluiert, fiir fiinf Minuten bei

95°C erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1.,2.4.6.2.).

2.4.4.2. In vitro-Interaktionsstudien

Um die Interaktion von MLA und WRKY-Proteinen zu untersuchen, wurden jeweils 5-
100 pl an GSH-Matrix (Amersham Pharmacia, Freiburg) gekoppeltes GST-WRKY -
Fusionsprotein (vgl. 2.4.2.2.) und 50 — 400ul Weizenkeimextrakt mit exprimiertem MLA
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in Lysispuffer flir zwei Stunden inkubiert (vgl. 2.4.2.2.). Danach wurden die Matrix
dreimal mit Lysispuffer gewaschen und das Protein mit 50 pul 50 mM GSH in Lysispuffer
eluiert (vgl. 2.4.2.2.). Das eluierte Protein und die Matrix wurden mit Laemmli-
Ladepuffer bis zu einer Endkonzentration von 1x versetzt, fiir fiinf Minuten bei 95 °C

erhitzt, abzentrifugiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (vgl. 2.4.1.1., 2.4.6.2.).

2.4.5. Gelfiltration

Die Gelfiltration ist eine Methode zur Auftrennung nativer Proteine nach Grof3e. Die
Gelfiltration wurde mit einem Akta FPLC, Amersham Pharmacia, Freiburg, mit ein
HiPrep26/60 Sephacryl S-300-Siule High Resolution, Amersham Pharmacia, Freiburg,
bei 4 °C in Gelfiltrationspuffer durchgefiihrt. Das Durchlaufvolumen wurde mit Dextran
Blue 2000, Amersham Pharmacia, Freiburg, bestimmt, als Marker wurde das Gelfiltration
HMW Calibration Kit, Amersham Pharmacia, Freiburg, benutzt. Die Proben wurden nach
dem Durchlauf in zehn Milliliter groBBen Fraktionen gesammelt und Aliquots mit Aceton-

oder TCA-Fillung prézipitiert (vgl. 2.4.1.2. und 2.4.1.3.).

Gelfiltrationspuffer
HEPES pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 10 mM

2.4.6. Gelelektrophoretische Trennungsverfahren von Proteinen und Transfer

auf Nitrozellulosemembranen

2.4.6.1. Blau-Native Gelelektrophorese und nativer Transfer

Die Blau-Native Gelelektrophorese ist ein Verfahren zur elektrophoretischen Trennung
von nativen Proteinkomplexen (Schiagger und von Jagow, 1991; Schiagger et al., 1994).
Fiir Blau-Native Gelelektrophorese wurde Rohproteinextrakt wie bei 2.4.1.1. beschrieben
isoliert. 5 % Dodecylmaltosid wurde zugefiigt und die Mischung 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Coomassie wurde bis zu einer Endkonzentration von 4/1 (Coomassie/

Detergenz) zugefiigt.
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Die Gele wurden bei 4 °C mit einem Gradientenmixer fiir Minigele nach Smith und Bell

gegossen (Smith und Bell, 1986). Dabei wurde die schwere Losung in die untere Kammer

eingefiillt, die leichte in die obere.

Die Gele wurden bei 50 V im Kiihlraum mit BN-Puffer an der Kathode und
Anodenpuffer an der Anode gestartet. Als Marker wurde HMW Native Marker Kit,

Amersham Pharmacia, Freiburg, benutzt. Nach ca. einer Stunde wurde der BN-Puffer

durch CN-Puffer ersetzt. Das Gel wurde gestoppt, wenn die Farbfront das Ende des Gels

erreicht hatte. Die Gele wurden mit einem Maximum von 400 mA im Kihlraum tiber

Nacht auf Nitrozellulose Hybond ECL, Amersham Pharmacia, Freiburg, geblottet.

Schwere Gellosung (4ml pro Minigel)
Acrylamid (30 %, 37,5:1)
3x Gelpuffer
Glycerol (50 %)

APS (10 % [w/v])
TEMED

Leichte Gellosung (4ml pro Minigel)
Acrylamid (30 %, 37,5:1)
3x Gelpuffer
H,O
APS (10% [w/v])
TEMED

3x Gelpuffer
Bistris/HC1 pH 7,0

Aminocaproic acid

2,13 ml
1,33 ml
560 ul
30 ul
3ul

0,53 ml
1,33 ml
2,1 ml
30 ul
3ul

150 mM
1,5M
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CN-Puffer
Tricine 50 mM
Bistris/HCI pH 7,0 15 mM
BN-Puffer
Tricine 50 mM
Bistris/HCI pH 7,0 15 mM
Coomassie G-250 0,02 % (W/v)

2.4.6.2. SDS-PAGE und Western Blotting

Die meisten Proteine binden das Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) zu negativ
geladenen SDS-Proteinkomplexen mit konstantem Ladungs- zu Masse-Verhéltnis (1,4g
SDS/g Protein in einer 1% (w/v) SDS-Losung). SDS denaturiert Proteine und verhindert
so Protein-Proteinwechselwirkungen. SDS-Komplexe von Proteinen unterscheiden sich
in viele Messmethoden nur noch in ihrer GréBe. Die diskontinuierliche Elektrophorese
nach Laemmli ist wohl das am hédufigsten benutzte System (Laemmli, 1970). Dabei wird
tiber ein Trenngel ein Sammelgel geladen. Das Sammelgel dient zur Konzentrierung der

Proteine, wihrend sie im Trenngel nach Grof3e aufgetrennt werden.

Es wurden Protean 3 Minigele von BIO-RAD verwendet. Zuerst wurde das Trenngel

(7 %-12 % Acrylamid) gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nachdem es
vollstidndig polymerisiert war, wurde das Sammelgel gegossen. Die Proben wurden
geladen und bei 100 — 200 V in 1x Laufpuffer laufen gelassen, bis die Lauffront das
untere Ende des Gels erreicht hatte. Die Gele wurden bei 100 V fiir mindestens eine
Stunde auf Nitrocellulosemembran in vorgekiihltem Transferpuffer auf Nitrozellulose
Hybond ECL, Amersham Pharmacia, Freiburg, nassgeblottet (nach (Towbin et al., 1979),

verandert).



Trenngel 7 % (1 Gel)

H,O

Acrylamid (30 %, 37,5:1)
1 M Tris pH 8,8

APS (10 % [w/v])
TEMED

Trenngel 10 % (1 Gel)

H,O

Acrylamid (30 %, 37,5:1)
1 M Tris pH 8,8

APS (10% [w/Vv])
TEMED

Trenngel 12 % (1 Gel)

H,O

Acrylamid (30 %, 37,5:1)
IM Tris pH 8,8

APS (10% [w/v])
TEMED

Sammelgel (5ml)

H,O

Acrylamid (30 %, 37,5:1)
IM Tris pH 6,8

APS (10% [w/v])
TEMED
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2,75 ml
1,75 ml
2,85 ml
75 ul
S5ul

2 ml
2,5 ml
2,85 ml
75 ul
Sul

1,5 ml
3 ml
2,85 ml
75 ul
Sul

3,4 ml
830 ul
630 ul
50 ul
S5ul
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10x Laufpuffer (11)
Tris 302 ¢
Glycine 188 g
SDS 1 % (w/v)
H,O ad 11

Transferpuffer

NaPO4(1 M, pH 7) 15 ml
SDS (10 % [w/V]) 5 ml
Ethanol 200 ml
H,O ad 11

2.4.7. Detektion von Proteinen

2.4.7.1. Immunodetektion

Nach dem Blotten wurden die Nitrozellulosemembranen fiir fiinf Minuten in H,O
gewaschen und anschlieBend fiir fiinf Minuten in Ponceau-Féarbelosung inkubiert.
Uberschiissige Firbeldsung wurde abgewaschen und der Blot dokumentiert. Das Ponceau
wurde mit PBS-T entfernt und der Blot fiir eine Stunde mit Milch geblockt. Dabei binden
die Proteine aus der Milch an die Nitrozellulose und blockieren so samtliche freien
Proteinbindungsstellen. AnschlieBend wurde der Blot mit primdrem Antikorper in Milch
in den angegebenen Konzentrationen {iber Nacht inkubiert (vgl. 2.1.8.). Der Blot wurde
mit PBS-T gewaschen (3x 5 min) und fiir mindestens eine Stunde mit dem sekundiren
Antikorper in Milch inkubiert (vgl. 2.1.8.). Die an den sekundéren Antikorper gebundene
Meerrettichperoxidase katalysiert die Reaktion von Luminol, sodass Licht emitiert wird.
Nach weiterem Waschen in TBS-T (3x 5 min) wurden die Blots mit Detektionsldsung
(ECL Western blotting detection reagent, Amersham Pharmacia, Freiburg) inkubiert und
das emitierte Licht auf einem Rontgenfilm (Hyperfilm, Amersham Pharmacia, Freiburg)

detektiert.



PBS 10x
Na,HPO4
NaH,PO4
NaCl
H,O
pH 7,5

PBS-T
PBS
Tween-20

Milch
Trockenmilchpulver

in PBST

Ponceau-Firbelosung

Ponceau

Essigsdure

2.4.7.2. Farbung mit Coomassie
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115¢g
296 ¢
584¢g
Ad 11

1x

0,1 %

5%

0,2 % (wW/v)
3 % (v/v)

Gesamtprotein in Gelen wurde mit Coomassie detektiert. Dazu wurde die Gele fiir mind.

1h mit Farbelosung inkubiert. Danach wurden sie durch mehrmaliges Kochen in Wasser

entfarbt.

Coomassie-Farbeldsung
Coomassie G-250

Essigsdure

0,2 % (W/v)
3% (v/v)
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3. Ergebnisse

3.1.Herstellung transgener Gerstelinien

3.1.1. Isolation homozygoter transgener Mla-enthaltender Linien

Von Stéphane Bieri wurden transgene Gerstenlinien generiert, die ich fiir meine Arbeit
nutzte (Bieri et al., 2004). Die transgenen Linien enthalten eine genomische Kopie von
Mlal oder Mla6 inklusive 2 kb nativer 5 Sequenz und 1 kb nativer 3” Sequenz
(Abbildung 2). An den Carboxyterminus der Gensequenz wurde jeweils eine myc- oder
HA-Markierung fusioniert (Abbildung 2). Die Konstrukte wurden mittels transienter
Genexpression in Gerstenbléttern und quantitativem Test der Resistenz auf Funktionalitét
getestet und waren voll funktionell (Bieri et al., 2004). Mittels Agrobacterium-
vermittelter Transformation wurden die vier Konstrukte in das Gerstenkultivar Golden
Promise eingebracht und Einzelkopie-Linien isoliert (Bieri et al., 2004). Die transgenen
Linien zeigten rassenspezifische Resistenz gegen das Mehltauisolat, dass das zur
Spezifitit des Mla-Konstrukts korrespondierende AvrMla enthielt (Bieri et al., 2004).
Gegeniiber dem Mehltauisolat ohne das korrespondierende AvrMla waren sie anféllig
(Bieri et al., 2004). In allen diesen Linien lie3 sich MLA-Protein nachweisen (Bieri et al.,

2004). Dies zeigt, dass MLA auch in den transgenen Linien voll funktionell ist.

In Zusammenarbeit mit Stéphane Bieri isolierte ich mindestens flinf unabhingige
homozygote transgene Linien, die jeweils eines der Konstrukte Mlal-myc, MLA1-HA,
MLAG-myc oder MLAG-HA exprimieren. Die Linien wurden durch die Analyse von T
Familien, die von T, Individuen nach Selbstbefruchtung erhalten wurden, isoliert. Alle
homozygoten Linien zeigten makroskopisch eine vollstdndige Resistenz gegeniiber dem
Mehltauisolat, das das korrespondierende Avr-Gen exprimiert. (Abbildung 3 und Daten
nicht gezeigt).
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myc- oder HA-Markierung
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l Nicht translatierte Sequenz
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Abbildung 2: Struktur der Mla-Konstrukts, das zur Transformation von Gerste verwendet wurde

Eine genomische Kopie von Mlal und Mla6 mit einer carboxyterminalen myc- oder HA-
Markierung wurde in das Kultivar Golden Promise eingebracht. Das jeweilige Gen wird von am
5’-Ende von 2kb und am 3’-Ende von 1kb nativer regulatorischer Sequenz flankiert.

3.1.2. Isolation von homozygoten Kreuzungen der transgenen Mla-

enthaltenden Linien mit rarl-2 Mutanten

MIla®6 ist genetisch abhidngig von Rarl, Mlal jedoch nicht (Halterman et al., 2001; Zhou
et al., 2001). Um diese Abhingigkeit auf der Proteinebene zu untersuchen, isolierte ich in
Zusammenarbeit mit Stéphane Bieri homozygote Linien aus Kreuzungen von transgenen
Linien, die Mlal-HA und Mla6-HA enthalten, mit der rar1-2 Mutante M100 im Kultivar
Sultan5 (Torp und Jorgensen, 1986; Freialdenhoven et al., 1994).

Phénotypische Analyse von F3-Familien, die von rarl-2 homozygoten F»-Individuen
nach Selbstbefruchtung erhalten wurden, ermoglichte die Identifikation von Familien, die
sowohl fiir Mla als auch fiir den Rarl Lokus homozygot sind. Linien, die Mlal-HA
enthielten, l0sten eine effektive Immunantwort ohne ausgepriagte makroskopisch
sichtbare HR aus, unabhéngig davon, ob sie Rarl enthielten oder nicht (Abbildung 3a).
Im Gegensatz dazu war die Resistenz von Mla6-HA im rar1-2 Mutantenhintergrund
beeintrachtigt; es konnten regelméBig nekrotische Flecken mit Pilzwachstum beobachtet
werden (Abbildung 3a). Dies ist mit vorhergegangen Studien in nicht-transgener Gerste

konsistent (Jorgensen 1996).
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Abbildung 3: Infektionsphénotypen der homozygoten transgenen Gerstenlinien von Mlal-HA und
Mla6-HA und deren Kreuzungen mit einer rarl-2 Mutante

(a) Keimlinge homozygoter transgener Linien von Mlal-HA und Mla6-HA, die eine einzelne Kopie
des Transgens enthalten, sowie homozygote Kreuzungen mit einer rarl-2 Mutante wurden mit den
Mehltauisolaten K1 (AvrMlal) und A6 (AvrMIla6, AvrMIlal2) infiziert und nach sieben Tagen
fotografiert. Die transgenen Linien sind resistent gegen das jeweilige Isolat von Bgh, das das
korrespondierende Avr-Gen enthilt. Linien, die Mlal-HA und Mla6-HA in einem rarl-2
Hintergrund enthalten, sind ebenfalls resistent gegen das korrespondierende Isolat.

(b) Keimlinge von Sultan5 und rarl-2 wurden mit dem Mehltauisolat A6 inokuliert und nach sieben
Tagen fotografiert. Im Gegensatz zu den Kreuzungen mit den transgenen Mlal-HA und Mla6-HA
enthaltenden Linien in einen rarl Mutantenhintergrund, ist die rarl-2 Mutante, die Mlal2 enthilt,
anfillig gegen das Mehltauisolat A6 (AvrMIla6, AvrMlal2), obwohl sie Nekrosen als
Abwehrreaktionen zeigt.
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3.2. Generelle Charakterisierung der MLA-Proteine

3.2.1. MLA kann in allen grtinen Teilen der Pflanze und der Wurzel

nachgewiesen werden

Ich untersuchte die Abundanz von Epitop-markiertem MLA1-HA und MLA6-HA
Fusionsprotein in verschiedenen Teilen der Pflanze, Wurzel, Stiangel, vom jungen
wachsenden und vom voll entwickeltem ersten Blatt, sowie dem wachsenden vierten
Blatt (Abbildung 4a). Immunoblot-Anaylse gleicher Mengen Gesamtprotein detektierte
ein spezifisches Signal fiir MLA1-HA und MLA6-HA (Abbildung 4a). Die gewebs-
spezifische Proteinverteilung ist fiir beide Proteine vergleichbar (Abbildung 4a). Die
Anwesenheit von MLA1-HA und MLA6-HA in Wurzeln war unerwartet, da der

Gerstenmehltau in der Natur nur Epidermisgewebe von Bléttern befillt.

3.2.2. MLA liegt in einem léslichen und einem membranassoziierten Pool vor

Es wird allgemein angenommen, dass NB-LRR-Proteine intrazelluldre Proteine sind.
Dies wurde bislang jedoch nur in zwei Fillen durch Zellfraktionierungsexperimente mit
transgenen Pflanzenmaterial unterstiitzt, in denen von einer physiologisch relevanten
Akkumulation der mit einem Epitop markierten R-Proteine durch Verwendung nativer
Promotersequenzen ausgegangen werden kann (AtRPM1 und AtRPS2; (Boyes et al.,
1998; Axtell und Staskawicz, 2003). Von beiden wurde gezeigt, dass sie fast
ausschlieBlich membranassoziiert sind (Boyes et al., 1998; Axtell und Staskawicz, 2003).
Ich fiihrte einfache Fraktionierungsexperimente durch, um Zellkompartimente zu
isolieren, die MLA enthalten. Nach der Entfernung von Zelltriimmern bei 15.000 g und
Ultrazentrifugation bei 100.000 g konnte MLA1-HA bei Salzkonzentration von 150 mM,
die nahe der physiologischen Konzentration liegen, in der 16slichen und der
mikrosomalen Fraktion nachgewiesen werden (Abbildung 4). Die relative Menge von
MLA war stark von der Salzkonzentration im Extraktionspuffer abhéngig. Bei 200 und
500 mM NaCl konnten steigende Mengen MLA1-HA isoliert werden, wihrend bei
niedrigeren Salzkonzentrationen die Menge an MLA1-HA geringer wurde (Abbildung 4.
3b). Im Gegensatz dazu wurden die zytosolischen Proteine HSP90 und SGT1 nur in der
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16slichen Fraktion in salzunabhingigen Mengen gefunden (Abbildung 4b). Das Syntaxin
ROR2, ein intrazelluldres Protein, das eine einzelne Transmembranhelix besitzt, wurde
dagegen bevorzugt in der mikrosomalen Fraktion detektiert (Abbildung 4b). Diese Daten
deuten darauf hin, dass MLA in einem l6slichen und einem membranassoziierten Pool
vorliegt. Ich modifizierte meinen Versuchsaufbau um herauszufinden, ob MLA seine
préferentielle Lokalisation zwischen den Pools verdndern kann. Zu diesem Zweck
extrahierte ich Gesamtprotein bei 150 mM und stellte den Salzgehalt danach auf hohere
oder niedrigere Werte ein. Nach einer Aquilibrierung von einer Stunde bei 4 °C wurden
diese wiederum in eine 16sliche und eine Membranfraktion getrennt (Abbildung 4c). Je
hoher die Salzkonzentration war, desto mehr MLA1-HA wurde in der 16slichen Fraktion
gefunden. Diese Daten zeigen, dass 16sliches MLA nur schwach und reversibel mit der

Membranfraktion assoziiert ist, moglicherweise durch ionische Interaktionen.

3.2.3 Die Akkumulation von MLA-Protein ist temperatursensitiv
Verschiedene rassenspezifische Resistenzen, die durch R-Proteine vermittelt werden, sind
bei hoheren Temperaturen nicht mehr funktionell (Samuel, 1931; Loegering und Giss,
1957; Dropkin, 1969). Da dies mdglicherweise mit der Menge des jeweiligen
Resistenzproteins zusammenhéngt, testete ich die MLA1-HA und MLA6-HA Menge
nach einem moderaten Temperaturschock. Dafiir wurden Keimlinge bei 18 °C fiir sieben
Tage angezogen und die Temperatur dann auf 37 °C angehoben (Abbildung 5a). Ich
beobachtete einen deutlichen Riickgang der MLA1-HA und MLA6-HA Akkumulation
nach Erh6hung der Umgebungstemperatur (Abbildung 5a). Die Reduktion des MLA1-
HA Akkumulationsspiegels erfolgte relativ langsam und konnte zwei Stunden nach
verdanderter Umgebungstemperatur nachgewiesen werden (Abbildung 5a). Im Gegensatz
dazu erfolgte der Riickgang der MLA6-HA Abundanz rascher und war bereits nach 30
Minuten deutlich erkennbar (Abbildung 5a). Beide Proteine blieben bis zum Ende des
gepriiften Zeitraums von acht Stunden auf einem niedrigen Niveau (Abbildung 5a). Im
Gegensatz dazu hatte eine Erh6hung der Temperatur keinen signifikanten Einfluss auf
zytosolisches HSP90, SGT1 und RAR1 (Abbildung 5a). Semi-quantitative RT-PCR
Analysen der transgenen Linien in Zusammenarbeit mit Francesca Ceron zeigten, dass

der Riickgang der MLA Akkumulation nicht durch Verdnderungen der Abundanz
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Abbildung 4: Expression von MLA1-HA und MLAG6-HA in verschiedenen Organen der Pflanze und
in subzellularen Fraktionen

(a) Western Blot-Analyse von Proteinextrakt aus verschiedenen Geweben einer transgenen Pflanze,
die eine einzelne Kopie Mlal-HA oder Mla6-HA exprimiert. 12 pg Protein wurden pro Probe
geladen. MLA1-HA und MLA6-HA koénnen in allen Geweben nachgewiesen werden.

(b) Rohextrakt, 16sliche und mikrosomale Fraktionen einer Mlal-HA enthaltenden transgenen Linie
wurden mit Antisera gegen HA, HSP90, SGT1, und ROR2 mittels Immunoblotting getestet.
Totalprotein wurde aus Blattmaterial mit Extraktionspuffer verschiedener lonenstirke (angezeigt
durch unterschiedliche NaCl Konzentrationen) isoliert. Rohextrakt wurde nach der Entfernung der
Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 15.000 g erhalten. Der Rohextrakt wurde auf gleiche
Proteinkonzentrationen und gleiches Volumen eingestellt und durch Zentrifugation bei 100.000 g
in l16sliche und mikrosomale Fraktion getrennt. Die mikrosomale Fraktion wurde im
urspriinglichen Puffervolumen wieder aufgenommen. Jeweils gleiche Volumina wurden fiir das
Immunoblotting benutzt. Im Gegensatz zur Kontrolle, ldsst sich durch hohere lonenstérken mehr
MLA-Protein extrahieren und verhiltnisméBig mehr in der 16slichen Fraktion feststellen.
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(¢) Immunoblot von l6slichen und mikrosomalen Fraktionen einer Mlal-HA enthaltenden transgenen
Linie. Es wurde ein Antiserum gegen HA, HSP90 und ROR2 benutzt. Im Gegensatz zu (b) wurde
der Rohextrakt mit der physiologischen Salzkonzentration von 150 mM NaCl erstellt. Aliquots
des Rohextrakts wurden auf die angegebenen Salzkonzentrationen eingestellt und fiir 2 h
dquilibrieren lassen, bevor sie bei 100000 g in 16sliche und mikrosomale Fraktion getrennt wurden.
Deutlich ist zu erkennen, dass sich bei hoherer Ionenstirke mehr MLA in der 16slichen Fraktion
befindet.

von Mla mRNA erklart werden kann (Abbildung 5a). Daher sind die beobachteten
temperaturabhéngigen Reduktionen der MLA-Akkumulation wahrscheinlich das
Ergebnis eines posttranslationalen Prozesses. Kontrollpflanzen bei 18 °C zeigen
weiterhin, dass die MLA Abundanz nicht durch die circadiane Uhr von Pflanzen
beeinflusst wird (Abbildung 5a). Diese Daten legen die Schlussfolgerung nahe, dass die
Temperatursensitivitit der MLA-Proteine eine intrinsische Eigenschaft ist. Leider konnte
ich nicht tiberpriifen, ob die Reduktion der MLA Abundanz die Resistenz gegen Blumeria
graminis beeinflusst, da das Wachstum des Mehltaupilzes bei Temperaturen oberhalb von
30°C erheblich beeintrichtigt ist (Bieri et al., 2004).

3.2.4. RAR1 kann MLA bei erhéhten Temperaturen nicht stabilisieren

Da RAR1 das MLA-Protein in der gesunden Pflanze stabilisiert, erschien es nahe liegend
zu priifen, ob dieser Einfluss auf die Stabilisierung bei hoheren Temperaturen fortbesteht
(Bieri et al., 2004). Keimlinge homozygoter Mlal-HA- und Mla6-HA-Linien, die
entweder jeweils das Rarl Wildtyp oder das rarl-2 Defektallel enthalten, wurden dafiir 7
Tage lang bei 18 °C gezogen, bevor die Temperatur auf 37 °C erhoht wurde (Abbildung
5b). Zwischen Rarl-Wildtyp und der rarl-2-Mutante lassen sich sowohl fiir MLA1-HA
als auch fiir MLA6-HA keine signifikanten Unterschiede des zeitlichen Verlaufs der
Abundanzreduktion erkennen (Abbildung 5a). Dies konnte darauf hindeuten, dass die
stabilisierende Wirkung von RARI1 bei erhohten Temperaturen beeintréchtigt ist.
Alternativ kdnnte die temperaturabhéngige Reduktion der MLA Abundanz mit der
Aktivierung eines Proteinabbau-Mechanismus erkldrt werden, der die Stabilisierung

durch RARI1 verdeckt.
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Abbildung 5: Die Akkumulation von MLA ist temperatursensitiv und nicht abhéngig von RAR1

(a) Gerstenkeimlinge, die entweder Mlal-HA oder Mla6-HA exprimieren, wurden bei 18 °C gezogen.
Die Temperatur wurde auf 37 °C erh6ht und Proben wurden genommen, um die Menge von MLA,
HSP90, RAR1 and SGT1 mittels Immunoblotting zu untersuchen. Die Transkriptakkumulation
des Transgens wurde mittels semiquantitativer PCR getestet. MLA6-HA verschwindet bei
erhohter Temperatur schneller als MLA1-HA.
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(b) Gerstenkeimlinge wurden wie oben beschrieben gezogen und bei 37 °C inkubiert. Ein Vergleich
von MLA in Rarl-Wildtyp- und rarl-2-Mutantenhintergrund zeigt, dass der Einfluss von RAR1
auf die Stabilisierung von MLA bei erhohten Temperaturen vernachlédssigbar gering ist.

3.3. Rekonstituierung der durch RAR1 vermittelten Stabilisierung und
der Funktionalitat von MLA in Arabidopsis thaliana

3.3.1. Rekonstituierung der durch RAR1 vermittelten Stabilisierung

Verschiedene Rassenspezifische Resistenzen sind abhéngig von Rarl-2 (Freialdenhoven
et al., 1994; Muskett et al., 2002; Tornero et al., 2002b). Neue Daten zeigen, dass RAR1
NB-LRR-Proteine stabilisiert (Tornero et al., 2002b; Belkhadir et al., 2004b; Bieri et al.,
2004; Leister et al., 2005). Unklar ist aber weiterhin, ob RAR1 R-Proteine direkt oder
indirekt stabilisiert, beispielsweise indem es ihren Einbau in einen praformierten
Erkennungskomplex fordert (Shirasu und Schulze-Lefert, 2003). Um zu priifen, ob die
Rarl-abhingige Stabilisierung von MLA von zusétzlichen artspezifischen Faktoren
abhéngig ist, sollte die Abundanz von Mlal-HA und Mla6-HA in transgenen Arabidopsis-
Linien tiberpriift werden, die entweder das AtRarl Wildtyp- oder das rar1-20 Defektallel
enthalten (Warren et al., 1999; Tornero et al., 2002b; Abbildung 6a). Mittels
Agrobacterium vermittelter Transformation wurden die Konstrukte in den Okotyp Col-0,
sowie in eine Col-0 rarl-20 Mutante eingebracht (Warren et al., 1999; Tornero et al.,

2002b).

3.3.2. Rekonstituierung der Funktionalitat

R-Gene scheinen in der Regel innerhalb einer Gruppe nahe verwandter Arten Resistenz
gegen bestimmte Pathogene zu vermitteln, wihrend sie in anderen nicht funktionell zu
sein scheinen, da bestimmte Wirtsfaktoren, spezifische Interaktoren oder Regulatoren der
Immunantwort, fehlen konnen (Tai et al., 1999; Leister et al., 2005). Ein weiteres
Problem ist die natiirliche Nichtwirtsresistenz, die den Test mit dem korrespondieren
Pathogen oft unmoglich macht. So zeigt A. thaliana eine natiirliche Nichtwirtsresistenz

gegeniiber Gerstenmehltau. Um die Funktionalitit von Mlal-HA und Mlal-HA in
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Abbildung 6: Expression von MLA1-HA und MLA6-HA in Arabidopsis thaliana

Die cDNA-Sequenz von Mlal-HA und Mla6-HA wurden in pJawohl2 kloniert, der den 35S-
Promoter oder den rpm1-Promoter enthélt. Alle vier Konstrukte wurden in die Arabidosis-
Genotypen Col-0, rarl1-20 und pad4 sag101 transformiert.

beschrieben wurde (Shen et al., 2003). Ich konstruierte Expressionvektoren mit MLA1-
Sequenzen, bei denen durch Punktmutation die Lysinreste in Arginine umgewandelt
wurden. Alle wurden in Weizenkeimextrakt exprimiert und mittels Immunoblotanalyse
untersucht. Keine dieser Mutanten zeigt ein Bandenmuster, das sich signifikant von der
Kontrolle unterscheidet. Also scheint keiner der getesteten Lysinreste sumoyliert zu
werden. Es ist allerdings theoretisch moglich, dass Modifikationen an verschiedenen
Stellen zu Proteinen fiihren, die dhnliches Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweisen,
sodass ein Unterschied durch eine einzelne Punktmutation nicht zu erkennen sein kann.
graminis die Zellen penetrieren und Sekundérhyphen ausbilden kann (Dittgen, 2005).
Nach Inokulation mit Gerstenmehltauisolaten, die das korrespondierende
Effektormolekiil enthalten, kann somit getestet werden, ob MLA auch in Arabidopsis

eine rassenspezifische Immunantwort vermitteln kann.

3.4. Isolation MLA1-HA enthaltender Komplexe in vivo

Wie NB-LRR-Proteine Effektormolekiile erkennen und Resistenz vermitteln, ist bisher
kaum verstanden. Da das einfache Rezeptor-Liganden-Modell nur fiir wenige Systeme

bestdtigt werden konnte (Jia et al., 2000; Deslandes et al., 2003), gehen neuere Theorien
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davon aus, dass R-Proteine allein oder wahrscheinlicher als R-Protein enthaltende
Rezeptorkomplexe bestimmte Wirtsfaktoren iiberwachen, die Ziele fiir Modifikation
durch Effektormolekiile sind (Van Der Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones, 2001).
Dieses Modell wird auch guard-Hypothese genannt (Van Der Biezen und Jones, 1998;
Dangl und Jones, 2001). Erste Hinweise, die dieses Modell bestétigen, sind Interaktionen
von R-Proteinen mit Wirtsfaktoren in vivo (Scofield et al., 1996; Tang et al., 1996;
Mackey et al., 2002). Ungeklért ist bisher, ob diese Interaktionen in allen Fillen stabil

sind, oder ob sie auch transient stattfinden kénnen.

3.4.1. Ein MLA1-enthaltender Komplex mit einem Molekulargewicht von

~750 kDa kann in planta nachgewiesen werden.

Um die Hypothese zu testen, dass MLA einen praformierten Erkennungskomplex formt,
versuchte ich herauszufinden, ob MLA in einem hochmolekularen Komplex mit anderen
Proteinen vorliegt und wenn moglich andere Komponenten dieses Komplexes zu
identifizieren. Da verglichen mit MLA6-HA viermal mehr MLA1-HA in Protein-
rohextrakt detektierbar ist, beschloss ich, zunidchst mit MLA1-HA zu arbeiten (Bieri et al.,
2004). Zu diesem Zweck nutzte ich die Blau-Native Gelelektrophorese, die fiir die
Isolierung von loslichen und Membrankomplexen geeignet ist (Schigger und von Jagow,
1991; Schigger et al., 1994). Ich trennte 100—150 pg Rohprotein auf und konnte nach der
Detektion mit HA-Antiserum eine spezifische Bande fiir MLA1-HA bei ~700-750 kDa
erkennen (Abbildung 6a). Dies deutet auf einen Komplex hin, der MLA1-HA enthilt.

3.4.2. Gelfiltration bestatigt einen in planta MLA Komplex von ~600-800 kDa

Da ich mit der Blau-Native Gelelektrophorese nur ein schwaches Signal dieses MLA1-
HA-enthaltenden Komplexes erhielt, versuchte ich, ihn mittels Gelfiltration zu bestatigen
und wenn moglich groBBere Mengen davon aufzureinigen. Ich isolierte 12 — 15 mg Total-
protein aus Bléttern junger Gerstepflanzen unter verschiedenen Salzkonzentrationen, 20

mM, 150 mM und 500 mM NaCl, und entfernte Zelltriimmer und Mikrosomen mittels
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Abbildung 7: MLA1-HA kann in einem Komplex von ~750kDa nachgewiesen werden

(a) Gleiche Mengen Rohproteinextrakt von Pflanzen, die Mlal-myc und Mlal-HA exprimieren,
wurden auf einem Blau-Nativen Gel aufgetrennt und geblottet. Eine MLA1-HA-spezifische Bande
von ~750 kDa konnte nachgewiesen werden.

(b) Rohproteinextrakt aus Mlal-HA exprimierenden Pflanzen wurde mittels Gelchromatographie
fraktioniert und analysiert. Bei physiologischer Salzkonzentration von 150 mM NacCl lésst sich ein
spezifisches MLA1-HA Signal zwischen 850 und 410 kDa nachweisen. Dieses Signal
verschwindet bei einer hohen Salzkonzentration von 500 mM NaCl, bei der beinahe alles MLA1-
HA als Monomer vorliegt. Bei einer sehr niedrigen Salzkonzentration von 20 mM NaCl lésst sich
MLA1-HA nur im Durchfluss nachweisen, was auf Aggregation oder hohermolekulare Komplexe,
die labil gegentiber Salzen sind, hindeutet.

Ultrazentrifugation bei 100.000 g fiir 30 Minuten bei 4 °C. Der Uberstand wurde iiber
eine Sephacryl S-300-Saule aufgetrennt. Ein 400 pl groes Aliquot jeder 10 ml groB3en
Fraktion wurde mit Aceton gefillt, auf einer SDS-PAGE aufgetrennt und mit Anti-HA-
Serum detektiert (Abbildung 7b). Ich konnte in der Fraktion, die bei 500 mM isoliert
wurde, den Grof3teil des MLA1-HA zwischen 68 und 290 kDa detektieren, eine Grofe,

die mit dem fiir die monomere Form erwarteten Molekulargewicht iibereinstimmt
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(Abbildung 7b). Dieser Befund ist konsistent mit der Annahme, dass hohe
Salzkonzentrationen ionische Wechselwirkungen stéren. Umgekehrt war bei 20 mM der
Grofiteil des Proteins im Durchfluss der Sdule detektierbar, was konsistent mit der
Annahme ist, dass Proteine bei niedrigen Salzkonzentrationen zur Aggregation tendieren
(Abbildung 7b). Bei physiologischen Salzkonzentrationen von 150 mM konnte ein
starkes Signal in Fraktionen entdeckt werden, die mit der GroBBe des monomeren MLA
korrespondieren (Abbildung 7b). Aullerdem war aber auch ein schwaches Signal mit
einer GrofBe von 410 bis 850 kD sichtbar (Abbildung 7b). Die Grofe der mutmalBlichen
Komplexe, die mit Blau-Nativer Gelelektrophorese und Gelfiltration erhalten wurden,
liegt im gleichen Bereich. Es ist jedoch unklar, ob es sich dabei um homomere oder
heteromere Komplexe handelt. Trotzdem kann ich die Moglichkeit nicht komplett
ausschlieBen, dass es sich um eine unspezifische Assoziation von MLA handelt, die sich
bei physiologischen Salzkonzentrationen als Préparationsartefakt bildet. Es ist auch
moglich, dass dieser Komplex in planta vorkommt, allerdings keine physiologische

Relevanz in der MLA-vermittelten Resistenz besitzt.

3.5. Test fur spezifische Interaktoren in planta

Da keine Aufreinigung von MLA-HA enthaltenden Komplexen gelungen war, testete ich
die Interaktion der Proteine RAR1 und SGT1, von denen bekannt ist, dass sie die MLA-
vermittelte Resistenz beeinflussen (Freialdenhoven et al., 1994; Azevedo et al., 2002;
Shen et al., 2003; Bieri et al., 2004). Des Weiteren testete ich HSP90, das fiir eine
effektive Vermittlung der Resistenz von anderen R-Proteinen und MLA13 benétigt wird
(Hubert et al., 2003; Lu et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Liu et al., 2004b; Hein et al.,
2005). Ziel war es zu untersuchen, ob diese Proteine mit MLA interagieren. Dazu musste
mittels Immunprézipitation geniigend Protein aufgereinigt werden, um es mit Hilfe

spezifischer Antikorper identifizieren zu kdnnen.
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Abbildung 8: Eine direkte Interaktion von MLA-HA und den potentiellen Interaktoren HSP90,
SGT1 und RAR1 kann nicht nachgewiesen werden.

(a) Immunprézipitationsexperimente mit Rohproteinextrakt wurden durchgefiihrt und durch Zugabe
von HA-Peptid die Bindung an MLA-HA verhindert. Das Experiment zeigt, dass die HA-
Markierung in MLA-HA fiir Antikdrper zugénglich ist und MLA-HA spezifisch durch den HA-
Antikdrper prézipitiert werden kann.

(b) Mittels Coimmunprézipitation wurde die Interaktion von MLA-HA mit RAR1 untersucht. 10 %
des Prézipitats wurde fiir die Detektion von MLA-HA aufgetragen, 90 % fiir die Detektion von
RARI. Eine signifikante Interaktion konnte nicht nachgewiesen werden.

(c) Mittels Coimmunprézipitation wurde die Interaktion von MLA-HA mit HSP90 und SGT1
untersucht. Eine signifikante Interaktion mit MLA-HA konnte nicht nachgewiesen werden.

3.5.1. MLA1-HA und MLAG-HA aus Proteinrohextrakt kénnen mittels
Immunoprazipitation spezifisch aufgereinigt werden

In nativen Extrakten konnen Antigene von Proteinen durch intra- und intermolekulare
Interaktionen sowie posttranslationale Modifikationen maskiert sein. Um ein Protokoll
fiir die Immunopréazipitation von MLA zu entwickeln, testete ich, ob die HA-Markierung

im nativen Protein fiir den Antikdrper zuginglich ist (Abbildung 8a) Ich zeigte, dass die
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Markierung in beiden Proteinen, MLA1-HA und MLA6-HA, zugénglich ist und sich
durch die Zugabe von HA-Peptid auskonkurrieren ldsst (Abbildung 8a).

3.5.2. Eine Interaktion von RAR1 mit MLA-HA kann in planta nicht

nachgewiesen werden

Verschiedene MLA-Spezifititen zeigen unterschiedliche Abhédngigkeit fiir RAR1 in der
Vermittlung einer effektiven rassenspezifischen Resistenzreaktion (Freialdenhoven et al.,
1994; Halterman et al., 2001; Zhou et al., 2001; Halterman et al., 2003; Shen et al., 2003;
Halterman und Wise, 2004). RAR1 erhoht die Proteinmenge sowohl vom RARI1-
unabhingigen MLA1-HA als auch von RAR1-abhéngigen MLA6-HA (Bieri et al., 2004).
Es wirkt somit genetisch auf der gleichen Ebene wie MLA (Bieri et al., 2004). Obwohl
RARI die Proteinmenge beeinflusst, interagiert es nicht direkt mit MLA im Zwei-
Komponentensystem in Hefe, weder mit einzelnen Doméanen noch mit Volllingenprotein
(Bieri et al., 2004). Auch mittels Immunprizipitation konnte ich keinerlei Interaktion von
MLA mit RARI feststellen (Abbildung 8b). Deswegen ist es moglich, dass RAR1 nur

transient mit MLA interagiert.

3.5.3. Weder eine Interaktion von SGT1 noch von HSP90 mit MLA-HA kann

in planta nachgewiesen werden

SGT1 interagiert direkt mit RAR1 in planta (Azevedo et al., 2002). Zusétzlich dazu ist
die Abhingigkeit von SGT1 in verschiedenen Spezifititen der MLA vermittelten
Resistenz mit einer Abhéngigkeit von RAR1 assoziiert (Azevedo et al., 2002; Shen et al.,
2003). Im Zwei-Komponentensystem in Hefe interagiert SGT1 isoformspezifisch mit
dem RAR1/SGT1 unabhidngigen MLA1-LRR-CT, wéhrend keine Interaktion mit dem
RAR1/SGT1 abhingigen MLA6-LRR-CT oder mit den Volldngenproteinen festgestellt
werden konnte (Bieri et al., 2004). Neueste Daten belegen, dass SGT1 auch in planta

direkt mit R-Proteinen interagieren kann (Leister et al., 2005).
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Abbildung 9: Die CC-Region von MLAL interagiert spezifisch mit dem C-Terminus von HYWRKY?2
in vitro

(a) Rohproteinextrakt aus Hefezellen, in denen verschiedene WRKY-Proteine transient exprimiert
wurden, wurde mittels Immunoblotting mit einem Antikdrper untersucht, der spezifisch fiir ein
konserviertes Peptid ist, das die WRKY-Doméne aus A. thaliana enhilt. Protein der jeweils
erwarteten GroBe konnte in Proben nachgewiesen werden, die den C-Terminus von HYWRKY?2,
sowie AtWRKY 18 und AtWRKY40 exprimierten. Vollldngenprotein von HvWRKY 1 und
HvWRKY?2 konnte nicht nachgewiesen werden
HvWRKY1 (1), HYWRKY?2 (2), C-Terminus von HvWRKY?2, Expression nicht induziert (3) und
induziert (4), AtWRKY 18 (5) und AtWRKY40 (6)

(b) Der C-Terminus von HvWRKY?2 wurde in Weizenkeimextrakt exprimiert (Kontrolle ohne
Plasmid(2), mit HYWRKY?2, C-Terminus enthaltendem Plasmid (3)). Im Gegensatz zur
Expression des Proteins in Hefe (1) kann kein spezifisches Protein detektiert werden, was der
erwarteten Grof3e entspricht.
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(¢) Gleiche Mengen Weizenkeimextrakt, die MLA1-CC-HA enthalten, wurden mit GSH-Harz
inkubiert, an das GST oder GST-WRKY?2 C-Terminus gebunden war. In der Ponceauférbung sind
gleiche Mengen an aufgereinigtem GST und GST-WRKY2 C-Terminus zu erkennen. Mittels
Immunoblot kann eine spezifische Interaktion von MLA1-CC-HA mit GST-WRKY?2 C-Terminus
detektiert werden.

Es wurde gezeigt, dass HSP90 mit SGT1 und RARI interagiert und fiir einige R-Protein-
vermittelte Resistenzreaktionen in der Pflanze notwendig ist (Hubert et al., 2003; Lu et al.,
2003; Takahashi et al., 2003; Liu et al., 2004b). HSP90 interagiert in planta mit einer
Anzahl von R-Proteinen (Hubert et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Liu et al., 2004b).
Im Zwei Komponentensystem in Hefe interagiert es mit dem LRR-CT sowohl von MLA1
als auch von MLAG6, aber nicht mit dem Vollldngenprotein (Bieri et al., 2004). Zumindest
fiir die Mlal3-vermittelte Resistenz ist HSP90 notwendig (Hein et al., 2005). Ich testete
die Interaktion von MLAT und MLA6 mit HSP90 und SGT1, konnte allerdings weder fiir
SGTI1 noch fiir HSP90 ein spezifisches Signal erkennen (Abbildung 8c). Da HSP90 und
SGT1 in Hefe nicht mit Vollldngenprotein interagiert und ich auch in planta keine
Interaktion nachweisen konnte, ist es wahrscheinlich, dass auch HSP90 und SGT1 nur
transient mit dem ungefalteten LRR-CT interagieren. Diese Interaktion kdnnte wéhrend
dem Faltungs- und Reifungsprozess des Proteins oder wihrend der Aktivierung nach

Erkennung des Pathogeneffektors auftreten.

3.6. Interaktion mit HYWRKY?2 in vitro

Aus einer Analyse im Zwei-Komponenten-System in Hefe ergaben sich Daten, nach
denen der carboxyterminale Teil des Transkriptionsfaktors HyWRKY2 mit der
hochkonservierten CC-Doméne von MLA interagiert (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-
Lefert, unveroffentlichte Daten). Zusétzlich wurde auch noch eine Interaktion von beiden
Proteinen, HYWRKY?2 und der coiled-coil-Region von MLA1 und MLA6 mit
HvWRKY 1 nachgewiesen (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unverdffentlichte
Daten).
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3.6.1. WRKY-Antikorper gegen Protein aus Arabidopsis thaliana kann

WRKY-Protein aus Gerste erkennen

Um die Interaktion zwischen WRKY -Protein und MLA zu bestétigen, testete ich einen
spezifischen Antikorper, der gegen die WRKY-Doméne von Protein aus Arabidopsis
entwickelt wurde (Turck et al., 2004). In Kooperation mit Qian-Hua Shen extrahierte ich
Gesamtprotein aus Hefekulturen, die die verschiedene WRKY -Proteine als Konstrukte
fiir das Hefe-Zwei-Komponenten-System exprimieren und detektierte WRKY-Protein
mithilfe des spezifischen Antikdrpers (Abbildung 9a). Ich konnte zeigen, dass der
Antikorper auch mit dem Carboxyterminus von WRKY?2 aus Gerste kreuzreagiert
(Abbildung 9a). Keine Kreuzreaktion konnte mit Volllangenprotein von HYWRKY 1 und
HvWRKY?2 festgestellt werden (Abbildung 9a). Da auch keine oder nur sehr schwache
Interaktion mit den Volllingenproteinen im Zwei-Komponenten-System in Hefe
festgestellt werden konnten, deutet dies darauf hin, dass beide Volllingenproteine in Hefe

nur sehr begrenzt stabil sind.

3.6.2. Expression verschiedener HYWRKY und MLA-Konstrukte in vitro

Da CC-NB-LRR-Proteine toxisch fiir E. coli sein sollen (Tameling et al., 2002),
konstruierte ich Expressionsvektoren fiir verschiedene MLA-Konstrukte und das C-
terminale Ende von WRKY?2 fiir das Transkriptions-Translationssystem in
Weizenkeimextrakt (Tabelle 1).Wéhrend alle getesteten MLA-Konstrukte detektiert
werden konnten (Daten nicht gezeigt), konnte der Carboxyterminus von WRKY2 nicht
nachgewiesen werden (Abbildung 9b). Dies deutet darauf hin, dass das carboxyterminale
Fragment nicht in Weizenkeimextrakt exprimiert werden kann.

Ich konstruierte Expressionsvektoren fiir E. coli, um GST-Fusionsprotein von
HvWRKY 1 und HvWRKY?2, sowie den C-Terminus von HYWRKY?2 zu exprimieren.
(Tabelle 2). Wihrend der C-Terminus die erwartete GroBe hatte (Daten nicht gezeigt),

konnte bisher kein Volllingenprotein der erwarteten Grof3e detektiert werden.
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Erwartetes
Konstrukt GroRe [bp] GroRe [aa] _
Molekulargewicht [kDa]
MLAI1-HA 2901 967 109,7
MLA6-HA 2895 965 108,9
MLA1-CC(1-46)-HA 165 55 6,1
MILA1-CC-HA 513 171 20
MLA1-CC-NB-HA 1749 583 66,5
HvWRKY?2 C-Terminus 456 152 16,6
Tabelle 15: Konstrukte fiir die Expression im Weizenkeimextrakt
Erwartetes
Konstrukt GroRe [bp] GroRe [aa] _
Molekulargewicht [kDa]
GST-HvWRKY?2
1134 378 429
C-Terminus
GST-HvWRKY?2 1662 554 61,6
GST-HVvWRKY1 1734 578 65,8

Tabelle 16: Konstrukte fiir die Expression als GST-Fusionsprotein in E. coli

3.6.3. Interaktion von GST-HVWRKY2-C-Terminus und MLA1-CC-HA

Ich reinigte GST-HvWRKY2-C-Terminus und GST als Kontrolle an einer Glutathion-
Matrix auf und inkubierte Aliquots der Matrix mit Weizenkeimextrakt, in dem MLA1-

CC-HA exprimiert wurde (Abbildung 9c). Ich konnte eine spezifische Interaktion von CC

und HYWRKY2-C-Terminus nachweisen (Abbildung 9¢). Zusammen mit den Daten aus

dem Zwei-Komponenten-System in Hefe zeigt dies, dass MLA zumindest in vitro mit

WRKY?2 interagieren kann.
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3.7. Kontrolle der Menge von MLA im Ruhezustand und mdgliche
Modifikation durch Ubiquitin und SUMO

SGT1 spielt eine wichtige Rolle in der durch R-Proteine vermittelten Resistenz, obwohl
die genauen Mechanismen noch unklar sind (Muskett und Parker, 2003). Verschiedene
Arbeiten zeigen, dass das Hefehomolog von SGT1 eine Schliisselkomponente im Aufbau
des E3-Ligasekomplexes und essentiell flir die proteasomalen Degradation ist (Kitagawa
et al., 1999; Dubacq et al., 2002; Garcia-Ranea et al., 2002; Bansal et al., 2004; Lee et al.,
2004; Lingelbach und Kaplan, 2004; Yamamoto et al., 2004). Eine aktuelle Studie zeigt,
dass zumindest fiir bestimmte R-Proteine SGT1 antagonistisch zu RAR1 wirken kann
und die Degradation fordern soll (Holt et al., 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass
SGT1 iiber proteasomale Degradation entweder an der Kontrolle der Menge im
Ruhezustand und/oder an der Degradation und Signalweiterleitung nach Aktivierung

beteiligt ist.

3.7.1. Proteasomale Degradation und Neusynthese kontrollieren die Menge

von MLA im Ruhezustand

Ich testete, ob proteasomale Degradation und Neusynthese an der Kontrolle der MLA1-
Abundanz in Abwesenheit von Pathogenen beteiligt sind. Dafiir wurde von den Bléttern
sieben Tage alter Gerstenkeimlinge die untere Epidermis abgezogen. Die Blitter wurden
dann mit Wasser, Cycloheximid (CHX) oder Cycloheximid mit Proteasominhibitor MG-
115 oder MG132 infiltriert. Cycloheximid inhibiert die eukaryotische Proteinsynthese,
die Proteasominhibitoren hemmen die proteasomale Degradation. Nach verschiedenen
Zeitpunkten wurden Proben genommen und die Menge von MLA mittels
Immunoblotting nachgewiesen (Abbildung 10a) Wéhrend man in der Wasserkontrolle
stabile Mengen detektieren kann, kann man bei den mit CHX infiltrierten Proben einen
deutlichen Riickgang der MLLA-Menge erkennen, der in den mit Proteasominhibitor
behandelten Proben deutlich geringer ausfillt (Abbildung 10a). Im Gegensatz dazu gab es
bei den Kontrollproteinen HSP90 und Rubisco keinerlei signifikante Verdnderungen

(Abbildung 10a).
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Abbildung 10: MLA1-HA- und MLAG6-HA-Menge werden durch das Proteasome kontrolliert

(a) Von Blittern junger Gerstenkeimlinge wurde die untere Epidermis entfernt und das restliche Blatt
mit Wasser, CHX oder CHX und MG132 infiltriert. Proben wurden nach verschiedenen Zeiten
genommen und der Proteinrohextrakt mittels Immunoblotting untersucht. Wenn CHX die
Proteinneusynthese blockiert, kann man gegeniiber der Kontrolle ohne CHX einen deutlichen
Riickgang der MLA-Proteinmenge erkennen. Zusétzliche Zugabe von MG132 bewirkt eine
deutliche Stabilisierung von MLA1 und MLA6 gegeniiber CHX allein.

(b) Nach Inkubation von in Weizenkeimextrakt exprimiertem MLA mit aufgereinigtem Ubiquitin
lasst sich keine Verdnderung in der GroB3e oder der Menge von MLA feststellen. Moglicherweise
fehlt die substratspezifische E3-Ligase in Weizenkeimextrakt.

Da Proteine erst ubiquitinyliert werden miissen, um im Proteasom degradiert zu werden,
testete ich in Zusammenarbeit mit Hans-Peter Stuible, ob MLA durch Ubiquitin
modifiziert werden kann. Zu diesem Zweck inkubierte ich MLA1-HA und MLA6-HA,
das in Weizenkeimextrakt exprimiert wurde, fiir zwei Stunden mit aufgereinigtem
Ubiquitin und detektierte es danach mittels Immunoblotting (Abbildung 10b). Keinerlei
Verdnderungen in der Grofle oder dem Bandenmuster konnte im Vergleich zur Kontrolle
festgestellt werden. Da Protein aus Weizenkeimextrakt im Prinzip durch Zugabe von

aufgereinigtem Ubiquitin modifiziert werden kann (Daten nicht gezeigt), gibt es zwei
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plausible Erklarungsmoglichkeiten, warum MLA nicht modifiziert wurde. Zum einen
kann es sein, dass MLA kein Substrat fiir eine Modifizierung durch Ubiquitin ist. Da ich
gezeigt habe, dass MLA vom Proteasom abgebaut wird, ist dies jedoch unwahrscheinlich,
da Ubiquitinylierung eine Grundvoraussetzung fiir proteasomale Degradation ist. Die
wahrscheinlichere Erklarung ist, dass eine spezifische Ubiquitin-Protein-Ligase (E3-
Ligase), die hauptverantwortlich fiir die Substratspezifitdt ist, in Weizenkeimextrakt nicht
vorhanden ist. Ich kann allerdings nicht ausschlieBen, dass MLA modifiziert wird, dies

aber zu keiner sichtbaren Verdnderung im Molekulargewicht des Proteins fiihrt.

3.7.2. MLA1-HA und MLAG6-HA kdnnen in vitro sumoyliert werden

Da SUMO unter anderem eine antagonistische Funktion zu Ubiquitin besitzt (Hay, 2005),
priifte ich in Zusammenarbeit mit Hans-Peter Stuible eine mogliche Modifikation von
MLA1-HA und MLA6-HA durch SUMO. In Weizenkeimextrakt exprimiertes MLA1-
HA und MLA6-HA wurden mit den in E. coli exprimierten und aufgereinigten Enzymen
der Sumoylierungskaskade aus A. thaliana inkubiert, danach mit autoaktiver
Sumoisopeptidase behandelt und mittels Immunoblotting aufgetrennt und nachgewiesen.
Deutlich sind in den mit Enzymen inkubierten Proben spezifische Banden bei ungefahr
150 kDa zu sehen, die nach Behandlung mit Sumoisopeptidase wieder verschwinden
(Abbildung 11a). Schwache Banden, bei ungefdhr 120 und 135 kDa deuten auf eine
Trippel-Sumoylierung hin (Abbildung 11a).

In weiteren Experimenten versuchte ich, die Sumoylierungsstellen zu identifizieren. Vier
Lysine wurden als Kandidaten fiir Sumoylierungsstellen gewihlt, die in allen MLA
Sequenzen konserviert sind. Drei davon, K49, K173 und K219, wurden mittels
Computeranalyse mit SUMODblot vorhergesagt, (Gramatikoff, 2004) K916 wurde als

Funktionsverlustmutante von MLA12 identifiziert, die unter dem Namen M22
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Abbildung 11: MLA1-HA und MLA6-HA koénnen in vitro sumoyliert werden

(a) MLA1-HA und MLAG6-HA wurden in Weizenkeimextrakt exprimiert und mit Enzymen der
Sumoylierungskaskade aus A. thaliana inkubiert. Deutlich ist eine prominente Bande bei ~150
kDa zu erkennen, die nach Behandlung mit Sumoisopeptidase wieder verschwindet. Schwache
Banden sind auch bei niedrigeren Molekulargewichten zu erkennen, so dass die Bande bei 150
kDa eine Trippel-Sumoylierung entsprechen konnte.

(b) In Punktmutanten wurden vier in allen bekannten MLA-Sequenzen konservierte Lysine gegen
Arginine ausgetauscht. Drei davon (K49, K173, K219) waren nach Computervorhersage fiir
Sumoylierungsstellen signifikante Kandidaten, eine (K916) wurde als MLA12-
Funktionsverlustmutante M22 beschrieben.

(c) Die in Weizenkeimextrakt exprimierten Mutanten wurden mit den Enzymen der
Sumoylierungskaskade und Sumoisopeptidase behandelt. Am Muster der Sumoylierung ist keine
Anderung erkennbar. Also scheinen andere als die getesteten Lysinreste sumoyliert worden zu sein.

beschrieben wurde (Shen et al., 2003). Ich konstruierte Expressionvektoren mit MLA1-
Sequenzen, bei denen durch Punktmutation die Lysinreste in Arginine umgewandelt
wurden (Abbildung 11b). Alle wurden in Weizenkeimextrakt exprimiert und mittels
Immunoblotanalyse untersucht. Keine dieser Mutanten zeigt ein Bandenmuster, das sich
signifikant von der Kontrolle unterscheidet (Abbildung 11c). Also scheint keiner der
getesteten Lysinreste sumoyliert zu werden. Es ist allerdings theoretisch moglich, dass
Modifikationen an verschiedenen Stellen zu Proteinen fithren, die dhnliches
Laufverhalten in der SDS-PAGE aufweisen, sodass ein Unterschied durch eine einzelne

Punktmutation nicht zu erkennen sein kann.
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4. Diskussion

Die Mla-Gene reprisentieren vermutlich eine Reihe von Allelen und vermitteln
rassenspezifische Resistenz gegen verschiedene Isolate des Gerstenmehltaus. Sie
kodieren fiir typische R-Proteine vom CC-NB-LRR-Typ und enthalten eine einzigartige
carboxyterminale Doméne ohne bekannte Homologien zu anderen Proteinen. Eine
zunehmende Anzahl Sequenzen von NB-LRR-Proteinen sind bekannt, eine genaue
biochemische Charakterisierung steht aber meist noch aus. Biochemische Daten sind aber
essentiell, um die Wirkungsweise dieser Proteine auf molekularer Ebene besser verstehen
zu konnen. Diese Arbeit sollte neue Einsichten in Wirkungsweise von R-Proteinen

bringen.

4.1. MLA konnte neben der Resistenz gegen Bgh auch noch andere

Resistenzen vermitteln

Um die Expression von MLA in der Pflanze zu testen, wurden verschiedene Gewebe von
MLA1-HA und MLAG6-HA exprimierenden Linien mittels Western Blotting untersucht
(Abbildung 4a; Bieri et al., 2004). MLA wurde in allen oberirdischen Teilen der Pflanze
nachgewiesen (Abbildung 4a; Bieri et al., 2004). Dies ist konsistent mit Daten, nach
denen Bgh nur oberirdische Teile von Gerste besiedelt (Hiickelhoven, 2005; Zhang et al.,
2005). Es ist jedoch iiberraschend, dass MLA auch in den Wurzeln transgener Pflanzen
exprimiert wird. Eine Erklarungsmdglichkeit ist, dass ML A auch Resistenz gegen andere
Krankheitserreger vermittelt. Es ist bekannt, dass bestimmte R-Proteine gegen multiple
Effektoren und Pathogene Resistenz vermitteln konnen. So erkennt RPM1 zwei
verschiedene Effektoren, AvrRpmI und AvrB, aus dem Pathogen Pseudomonas syringae
(Bisgrove et al., 1994). Ein Beispiel fiir Resistenz gegen multiple Pathogene ist Mi-1.2,
ein CC-NB-LRR-Protein, das Resistenz gegen Wurzelgallen-Nematoden (Meloidogyne
ssp.), Aphidien (Macrosiphum euphorbiae) und Weille Fliege (Bemisia tabaci) vermittelt
(Milligan et al., 1998; Rossi et al., 1998; Nombela et al., 2003). Da die Pathogene der

Rhizosphére nur ungeniigend erforscht sind, ist es moglich, dass ein bisher noch
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unbekanntes Wurzelpathogen ebenfalls von MLA erkannt wird, das dann eine spezifische

Resistenzreaktion vermitteln kann.

Eine alternative Moglichkeit fiir die Prasenz eines R-Proteins in Wurzeln wire eine
zusétzliche Funktion in der Entwicklung von Pflanzen, wie momentan diskutiert wird
(Whalen, 2005). Verschiedene Cofaktoren der Resistenz spielen auch in der Entwicklung
der Pflanzen eine Rolle. So erhoht posttranslationale Geninaktivierung von AtTIP49a in
Arabidopsis die RPP5- und RPP2-vermittelte Resistenz gegen Peronospora parasitica,
ohne jedoch eine konstitutive Resistenzantwort auszulosen (Holt et al., 2002). Im
Gegensatz dazu scheint es sich bei den meisten Phinotypen um sekundire Effekte zu
handeln, da die beobachtete Beeintrachtigung des Wachstums durch eine konstitutiv
aktivierte Resistenzreaktion ausgelost wird, wie z. B. fiir BON1, einem Repressor des
TIR-NB-LRR-Proteins SNC1, oder fiir RIN4, einem Repressor von RPM1 und RPS2, in
A. thaliana gezeigt wurde (Mackey et al., 2003; Belkhadir et al., 2004b; Yang und Hua,
2004). Eine direkte Beteiligung von NB-LRR-Proteinen an Entwicklungsprozessen neben
der konstitutiven Aktivierung einer Resistenzantwort konnte jedoch bisher nicht

nachgewiesen werden.

4.2. Die subzellulare Lokalisation von MLA konnte durch
Interaktionspartner reguliert werden

Wenig ist liber die subzelluldre Lokalisation von unter nativem Promoter exprimierten
NB-LRR-Proteinen bekannt. Es wurde gezeigt, dass detektierbares RPS2 sowie der
Grofteil von RPM1 mit der Plasmamembran assoziiert ist (Boyes et al., 1998; Axtell und
Staskawicz, 2003). Im Gegensatz dazu war bei anndhernd physiologischen
Salzkonzentrationen der Grofiteil des MLA-Proteins in der 16slichen Fraktion zu finden,
wihrend ein zweiter, kleinerer Teil in der mikrosomalen Fraktion detektiert werden
konnte (Abbildung 4b, c ; Bieri et al., 2004). Da die Assoziation mit der
Membranfraktion reversibel und abhéngig von der lonenstirke war, ist es moglich, dass
die subzellulédre Interaktion durch ionischen Wechselwirkungen mit peripheren oder

integralen Membranproteinen bestimmt ist. Moglicherweise besteht eine funktionelle
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Ahnlichkeit zu RMP1 und RPS2, die zusammen mit ihrem Interaktor RIN4 an der
Plasmamembran lokalisiert sind (Mackey et al., 2002; Axtell und Staskawicz, 2003).

4.3. RAR1 kann MLA-Protein unter Temperaturstress nicht

stabilisieren

Einige der bekannten Mla-vermittelte Resistenzen, z. B. Mla6, Mlal0, Mlal2 und Mlal3,
sind genetisch abhdngig von Rarl, wahrend andere, z. B. Mlal und Mla7, von Rarl
unabhéngig sind (Halterman et al., 2001; Zhou et al., 2001; Halterman et al., 2003; Shen
et al., 2003; Halterman und Wise, 2004). Rarl codiert fiir ein hochkonserviertes Mitglied
einer kleinen Proteinfamilie (Shirasu et al., 1999). Pflanzliches RAR1 besitzt zwei sehr
dhnliche, tandemartig angeordnete Zn>"-bindende Doménen, die reich an Cystein und
Histidin sind (Shirasu et al., 1999). RAR1 oder sein Homolog chpl sind in allen
eukaryotischen Phyla auer Hefe zu finden (Shirasu et al., 1999). In Vertebraten existiert
ein zusitzliches Mitglied dieser Familie, Melusin, das durch Genduplikation in der friihen
Entwicklung der Chordata entstanden sein konnte (Brancaccio et al., 1999; Brancaccio et
al., 2003b; Brancaccio et al., 2003a). Sowohl fiir pflanzliches RAR1 als auch fiir Chp-1
aus Sdugetieren wurde gezeigt, dass es mit HSP90 interagiert und somit wahrscheinlich
ein Co-Chaperon von HSP90 darstellt (Hubert et al., 2003; Takahashi et al., 2003; Wu et
al., 2005).

Rarl wurde urspriinglich als Gen isoliert, das fiir die Mlal2 vermittelte Resistenz
notwendig ist (Freialdenhoven et al., 1994). Spiter wurde gezeigt, dass Rarl eine
generelle Funktion in der von R-Genen vermittelten Resistenz gegen eine Vielzahl von
Pathogenen spielt und RAR1-Protein fiir die Akkumulation der jeweiligen R-Proteine in
der Abwesenheit des Pathogens notwendig ist (Liu et al., 2002a; Muskett et al., 2002;
Tornero et al., 2002a; Tornero et al., 2002b; Bieri et al., 2004). Auch in der PAMP-
vermittelten Resistenz sind rarl-Mutanten anfélliger als Wildtyp-Pflanzen. Dies wurde
sowohl in A. thaliana mit Pseudomonas syringae, als auch in Gerste mit Magnaporthe
grisea gezeigt (Holt et al., 2005; Jarosch et al., 2005). Die genauen Mechanismen, wie
RART1 R-Proteine stabilisiert oder seine Funktion in der PAMP-vermittelten Resistenz
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sind noch weitgehend ungeklirt, moglicherweise spielt es jedoch eine Rolle in der
Stabilisierung von PAMP-Rezeptoren. Allerdings konnte es auch einen Zusammenhang
mit dem Lipase-dhnlichen Protein EDS1 geben, das sowohl fiir eine effektive
rassenspezifische Resistenzantwort von TIR-NB-LRR-Proteinen als auch fiir die PAMP-
vermittelte basale Resistenz benotigt wird. Die Menge von EDS1 ist ndmlich in rarl-
Mutanten reduziert (Shigeyuki Betsuyaku und Jane Parker, unveroffentlichte Daten,
Parker et al., 1996; Falk et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit zeigte ich, dass die MLA1- und MLA6-Menge nach einem
Temperaturschock stark abnimmt (Abbildung 5a). Dies ist eine mogliche Erklérung fiir
Berichte, nach denen verschiedene R-Proteine, z. B. N aus Tabak, verschiedene R-
Proteine gegen Stammrost aus Weizen und Mi aus Tomate, nach Temperaturerh6hung
ihre Funktion verlieren (Samuel, 1931; Loegering und Giss, 1957; Dropkin, 1969). Die
Kinetik der Abnahme auch in der rarl-2 Mutante unterscheidet sich nicht signifikant
vom Wildtyp (Abbildung 5b). Obwohl RARI1 fiir die Akkumulation bei normalen
Temperaturen benétigt wird, scheint es trotzdem nicht auszureichen, um MLA bei
erhohten Temperaturen zu stabilisieren. Da der Zerfall von MLA1 und MLA6
unterschiedliche Kinetiken besitzt und ein Regulationsmechanismus auf transkriptioneller
Ebene fehlt, ist anzunehmen, dass die Abnahme der MLA-Menge eine intrinsische
Eigenschaft dieser Proteine ist und nicht aktiv durch die Zelle reguliert wird. Dies konnte
sowohl durch direkte Denaturierung auf Grund der erh6hten Temperatur als auch durch
Verringerung der Affinitdt zu einem stabilisierenden Bindungspartner geschehen. HSP90
und RAR1 haben eine stabilisierende Wirkung auf R-Proteine und kdnnten so
Kandidaten fiir diesen Bindungspartner sein (Tornero et al., 2002b; Hubert et al., 2003;
Bieri et al., 2004). Es wurde gezeigt, dass SGT1 in Tabak einen positiven Einfluss auf die
Abundanz von Rx ausiibt, wihrend SGT1b in A. thaliana einen negativen Einfluss auf
die Akkumulation von RPPS5 hat (Holt et al., 2005; Azevedo et al., in Vorbereitung).
Azevedo et al. zeigen, dass Uberexpression von Sgtla, das genetisch nicht mit der
Resistenzantwort verkniipft ist, eine sgtlb-Mutation komplementieren kann, es also fiir
diese Funktion nur eines bestimmten Schwellenwerts an SGT1-Protein bedarf (Azevedo

et al., in Vorbereitung). Die widerspriichlichen Ergebnisse von Azevedo et al. und Holt et
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al. konnten sich also moglicherweise durch eine Restaktivitdt von SGT1a in der sgtlb-
Mutante in A. thaliana erklédren lassen (Holt et al., 2005; Azevedo et al., in Vorbereitung).
Deswegen ist auch SGT1 ein moglicher Kandidat fiir einen stabilisierenden
Bindungspartner. Allerdings kann man nicht ausschlie3en, dass es fiir verschiedene
Proteine unterschiedliche Funktionen haben kann. Da die Menge von RAR1, SGT1 und
HSP90 iiber den getesteten Zeitpunkt konstant bleibt (Abbildung 5a), ist es eher
unwahrscheinlich, dass die Destabilisierung auf den Einfluss dieser Proteine
zuriickzufiihren ist. Zusétzliche Hinweise auf einen bisher unbekannten Faktor gibt eine
aktuelle Studie, bei der in S. cervisiae MLA Protein und RAR1 zusammen transient
exprimiert wurden (Shen, 2004). Trotz hoher Expression gab es keinerlei Hinweis auf
eine RAR1 abhingige Stabilisierung, weder bei 30 °C, noch bei 37 °C, obwohl sowohl
HSP90-, als auch SGT1-Homologe in Hefe konserviert sind (Shen, 2004). Dies konnte
darauf zuriickzufiihren sein, dass ein bestimmter Cofaktor in Hefe fehlt, der fiir die
Funktion von RAR1 bendtigt wird. Auch waren die Menge an exprimiertem MLA1 und
MLAG6 in Hefe vergleichbar. Man kann daraus schlieBen, dass MLA-Protein nicht
intrinsisch instabil ist, da sonst unterschiedliche Mengen an MLA1 und MLAG6 bei
gleichen Temperaturen, bzw. zwischen MLA1 oder MLAG6 bei 30 °C und 37 °C zu
erwarten wéren. Es ist auch moglich, dass dieser Cofaktor aus mehreren Proteinen, also
einem Komplex besteht, der bei hoheren Temperaturen instabil wird und deswegen MLA
nicht linger stabilisieren kann. RAR1 wiirde nach dieser Uberlegung benétigt, um die

Faltung von MLA in diesen Komplex zu unterstiitzen.

4.4. Ist der Mechanismus der RAR1-abhangige Stabilisierung von R-
Proteinen konserviert in planta?

Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass RARI fiir die Akkumulation von
RPM1, MLA1, MLAG6 und Rx notwendig ist (Tornero et al., 2002b; Bieri et al., 2004).
Die molekularen Mechanismen dieser Stabilisierung sind jedoch bisher unbekannt.
Generell gibt es zwei verschiedene Erklidrungsmodelle fiir dieses Phdinomen: RAR1
konnte einen negativen Regulator der Stabilitdit von MLA inhibieren oder die Stabilitét

durch Faltung in eine native, stabilere Konformation fordern. Ein potentieller Kandidat
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fiir einen negativen Regulator ist SGT1, da bekannt ist, dass SGT1 mit RARI interagiert
und zumindest SGT1b fiir RPP5 antagonistisch zur stabilisierenden Funktion von RAR1
zu wirken scheint (Azevedo et al., 2002; Holt et al., 2005). Im Gegensatz dazu stehen
neueste Daten, nach denen SGT1 dhnlich wie RAR1 und HSP90, Rx stabilisieren soll,

also eher ein Agonist von RARI ist (Azevedo et al., in Vorbereitung).

Da alle bekannten Interaktoren von RAR1, SGT1 und HSP90, und deren Funktionen in
planta hochkonserviert sind, ist davon auszugehen, dass RAR1 in allen pflanzlichen
Systemen diese notigen Cofaktoren zur Verfligung stehen, um R-Proteine zu stabilisieren.
Der Mechanismus ist jedoch noch unklar. Eine Moglichkeit ist die Bildung eines stabilen
Rezeptorkomplexes. Die Erkennung des Pathogenetfektors geschieht in diesem Fall
entweder iiber eine direkte Erkennung (Rezeptor-Ligand-Modell) oder iiber eine indirekte
Uberwachung der Integritiit eines in diesem Komplex enthaltenen Wirtsfaktors (guard-
Hypothese; Van Der Biezen und Jones, 1998; Dangl und Jones, 2001). Sowohl fiir die
direkte, als auch fiir die indirekte Erkennung von Effektoren durch NB-LRR-Proteine
gibt es verschiedene Beispiele (Jia et al., 2000; Mackey et al., 2002; Axtell und
Staskawicz, 2003; Deslandes et al., 2003; Mackey et al., 2003; Shao et al., 2003). Jedoch
gibt keinen direkten Beweis fiir eine direkte Interaktion in planta, da beide direkten
Interaktionen, von Pi-ta mit AVR-Pita und von RRS1 mit PopP2, nur in in vitro-
Systemen detektiert wurden (Jia et al., 2000; Deslandes et al., 2003). Ein Beweis der
Relevanz dieser Interaktionen in vivo steht noch aus. Im Gegensatz dazu wurde in planta
gezeigt, dass RPM1, RPP5 und RPS2 nicht direkt mit den korrespondierenden Effektoren
interagieren, sondern dass die durch die Effektoren verursachte Modifikationen eines
Wirtsproteins spezifisch durch die korrespondierenden R-Proteine erkannt werden
(Mackey et al., 2002; Axtell und Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2003; Shao et al.,
2003). Dies unterstiitzt die Theorie, dass ausgleichende Selektion die indirekte
Erkennung favorisiert (Van der Hoorn et al., 2002). Ob MLA die korrespondierenden
Effektoren direkt oder indirekt erkennt, ist noch vollkommen unklar. Die einzigen
Anbhaltspunkte sind bisher Studien im Zweikomponentensystem in Hefe, bei denen nach
bisherigen Ergebnissen keine Interaktion zwischen AVRMLA10 und MLA 10 gefunden

wurde (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten). Einen



101

Hinweis auf eine Spezifitit der Wirtsfaktoren in diesem Erkennungskomplex innerhalb
von engen Familiengrenzen liefert, die transiente Expression von Bs2 aus Pfeffer, das nur
innerhalb der Solanaceae funktionell ist (Tai et al., 1999). Jedoch scheinen die
Signaltransduktions-wege konserviert zu sein, da z. B. RPS4 aus A. thaliana bei
transienter Uberexpression in Tabak eine RPS4-spezifische HR auslésen kann (Zhang et

al., 2004).

Um zu testen, ob der RAR1-abhéngige Stabilisierungsmechanismus in Pflanzen zwischen
Monokotyledonen und Dikotyledonen konserviert ist und ob MLA mdglicherweise auch
in Dikotyledonen funktionell ist, generierte ich transgene A. thaliana-Linien, die
verschiedene Mla-Konstrukte enthalten (Abbildung 6). Im Falle einer Konservierung der
RAR1-abhéngigen Stabilisierung sollten deutliche Unterschiede in der Abundanz von
MLA zwischen den Transformanden im Col-0- und rar1-20-Hintergrund detektieren
kann. Wenn die RAR1-abhingige Stabilisierung nicht konserviert ist, konnte ein
spezifischer Wirtsfaktor fehlen, dhnlich wie in A. thaliana RIN4 fiir die Akkumulation
von RPM1 benétig wird (Belkhadir et al., 2004b). Es wurde bereits gezeigt, dass MLA
iiber die Artgrenzen hinaus funktionell ist. So erhoht transiente Expression von MLA6 im
Einzelzellsystem in Weizen die Resistenz gegen Gerstenmehltau, der das
korrespondierende Avr-Allel triagt (Halterman et al., 2001). Dies ist interessant, da der
Locus, der die meisten bekannten Resistenzgene gegen Blumeria graminis in Weizen
tragt, der Pm3-Locus, nicht homolog zum Mla-Locus in Gerste ist (Zhou et al., 2001). So
miissen sich diese beiden Spezifititen parallel in zwei gekoppelten Loci entwickelt haben
(Zhou et al., 2001). Da Weizen und Gerste sich vor 10-14 Millionen Jahren aufgespalten
haben (Wolfe et al., 1989), kann man vermuten, dass sich diese beiden Loci erst spéter
diversifiziert haben, dass also erst spiter ein massiver Selektionsdruck durch
Mehltauinfektion aufgetreten ist, moglicherweise im Zuge der Kultivierung der beiden
Spezies. Allerdings ist es durchaus mdglich, dass trotzdem ein Homolog des Mla-Locus
in Weizen existiert, da verschiedene zu Mla homologe mRNA-Sequenzen identifiziert

wurden (NCBI-Datenbank, Sequenznummer 29169325, 38532139 und 39983006).
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Leider war es mir im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr méglich, die A. thaliana-

Transformanden funktionell zu analysieren.

4.5. Komplexbildung von MLA und die mdgliche Rolle von HSP90 und
seiner Co-Chaperonen RAR1 und SGTL1 in der MLA-Protein
vermittelten Resistenz

RARI1, SGT1 und HSP90 werden in verschiedenem Mal3e von einer Reihe von R-
Proteinen zur Vermittlung einer effizienten Resistenzantwort benétigt (Austin et al.,
2002; Azevedo et al., 2002; Hubert et al., 2003; Lu et al., 2003; Takahashi et al., 2003;
Liu et al., 2004b; Bentem et al., 2005; Hein et al., 2005). Thre Rolle in der Regulation der
Resistenz, neben der Stabilisierung von R-Proteinen, ist aber noch groftenteils ungeklrt.
Vor allem ist nicht klar, ob sie nur transient mit R-Proteinen interagieren und eine Rolle
in der Faltung, Komplexbildung und eventuell der Degradation nach Aktivierung spielen
oder stabil in einen postulierten praformierten Erkennungskomplex eingebettet sind
(Shirasu und Schulze-Lefert, 2003). Ich konnte mittels Gelfiltration und Blau-Nativer
Gelelektrophorese zeigen, dass zumindest MLA1 in vivo einen praformierten Komplex in
der Abwesenheit des Pathogens bildet (Abbildung 7). Dieser Daten konnten mittels
Gelfiltration auch fiir MLAG6 und fiir beide Proteine in einem rarl-Mutantenhintergrund
bestitigt werden (Yusuke Saijo und Paul Schulze-Lefert, unveroffentlichte Daten). Nach
diesen Daten liegt der Grofteil von MLA als Komplex vor (Yusuke Saijo und Paul
Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten). Allerdings ist nicht geklért, ob es sich dabei um
einen homomeren oder heteromeren Komplex handelt. Interaktionen von MLA konnten
in planta weder mit HSP90 noch mit SGT1 oder RAR1 nachgewiesen werden
(Abbildung 8b, ¢). Dies ist mit Daten von Hubert et al. konsistent, nach denen HSP90
kein Teil eines RIN4 und RPM1-enthaltenden Komplexes ist (Hubert et al., 2003). Der
LRR von MLAT1 und MLAG interagiert im Zwei-Komponentensystem in Hefe mit
HSP90, aber nur isoformspezifisch mit SGT1 (Bieri et al., 2004). Eine Interaktion mit
RARI1 konnte nicht nachgewiesen werden (Bieri et al., 2004). In Pflanzen kann SGT1
nach transienter Expression in N. tabacum mit Bs2, einem R-Protein aus Pfeffer,

Capsicum annuum, interagieren, wihrend fiir RAR1 bisher keine Interaktionen bekannt
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sind (Leister et al., 2005). Dies legt den Schluss nahe, dass RAR1, SGT1 und HSP90 in

Pflanzen nur transient mit MLA interagieren und keine stabilen Komplexe formen.

RAR1 und HSP90 sind fiir die Akkumulation von R-Proteinen notwendig (Tornero et al.,
2002b; Hubert et al., 2003; Bieri et al., 2004; Liu et al., 2004b; Bentem et al., 2005).
Auch SGTI scheint fiir die Akkumulation und intramolekulare Umlagerungen von R-
Proteinen notwendig zu sein (Leister et al., 2005; Azevedo et al., in Vorbereitung). Der
N-terminale Teil des LRR spielt moglicherweise wichtige Rolle in der Stabilitét der
Proteine. Dies kann man daraus ersehen, dass die Stabilitdt von Proteinenchiméren
zwischen MLA1 und MLAG in planta stark davon abhingig war und mit der RAR1-
Abhingigkeit korrelierte (Shen et al., 2003; Bieri et al., 2004). Die RAR1-Abhingigkeit
lieB3 sich auf einen einzelnen Aminosédurerest reduzieren: Ein Aspartat an der Position 721,
das an der Oberfldche des Proteins liegt, machte die MLA-Varianten unabhédngig von
RARI1, also moglicherweise stabiler (Halterman und Wise, 2004). In silico-Analysen
zeigen, dass der LRR von NB-LRR-Proteinen, der die Pathogenspezifitit vermittelt,
starker positiver Selektion unterliegt (Mondragon-Palomino et al., 2002; Richly et al.,
2002; Shen et al., 2003). Vor allem Aminosaurereste an der Oberflache des Proteins
zeigen oft starke Polymorphismen und nichtsynonyme Substitutionen (Mondragon-
Palomino et al., 2002). Dies kann dazu fiihren, dass die Faltung und Funktionalitét der R-
Proteine beeintrachtigt wird (Jones und Takemoto, 2004). Von HSP90 ist bekannt, dass
es die Auswirkungen genetischer Variationen in Pflanzen, in Arabidopsis thaliana, und
im tierischen System Drosophila melanogaster puffern kann (Rutherford und Lindquist,
1998; Queitsch et al., 2002). So verdeckt es verdeckt also die phénotypischen
Konsequenzen der Polymorphismen (rezensiert in (Sangster und Queitsch, 2005). Da
sowohl HSP90 als auch SGT1 mit dem LRR interagieren, ist es anzunehmen, dass sie
besonders fiir die korrekte Faltung und Stabilisierung dieser Doméne verantwortlich sind
und so strukturelle Faltungsprobleme ausgleichen kdnnen. Dies ist konsistent mit Daten
aus Hefe, nach denen SGTI auch dort transient mit dem LRR der Adenylatcyclase
interagiert (Dubacq et al., 2002).
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In Tieren gibt es verschiedene Systeme, die HSP90 benutzen (Pratt und Toft, 2003;
Terasawa et al., 2005). Die Funktion von HSP90 wird dabei von einer Vielzahl von Co-
Chaperonen moduliert (Pratt und Toft, 2003; Terasawa et al., 2005). Das wohl am besten
untersuchte System ist die Reifung von Steroidrezeptoren: Diese werden von der
HSP70/HSP90-Chaperonmaschinerie gefaltet und in einem aktivierten Komplex
stabilisiert (Pratt und Toft, 2003; Terasawa et al., 2005). Dabei spielen Co-Chaperone wie
Hop und p23 eine groB3e Rolle (Pratt und Toft, 2003; Terasawa et al., 2005). Im
Gegensatz zu R-Proteinen ist aber HSP90 Teil dieses reifen Steroidrezeptor-Komplexes
(Pratt und Toft, 2003; Terasawa et al., 2005). Diese Komplexe dissoziieren regelméfig
und werden neu geformt, was moglicherweise eine Art der Qualitédtskontrolle darstellt
(Pratt und Toft, 2003). Da die tierischen Homologe von RAR1 und SGT1 nicht in das
System der Steroidrezeptorreifung involviert sind, ist davon auszugehen, dass sie zu
einem anderen HSP70/HSP90-Chaperonsystem gehéren und die Reifung von R-
Proteinen sich von der der Steroidrezeptoren unterscheidet. Weitere Einblicke konnte die
Isolierung von Interaktoren in MLA-enthaltenden Komplexen und die Rekonstituierung

des RARI-SGT1-HSP90-Systems in vitro geben.

4.6. WRKY?2 ist ein Glied der MLA-vermittelten Resistenz direkt
stromabwarts von MLA

Die Suche nach Interaktoren von MLA im Zwei-Komponenten-System in Hefe fiihrte zur
Identifikation eines WRKY -Transkriptionsfaktors (Shen und Schulze-Lefert, unver-
offentlichte Daten). Diese sind eine sehr alte Genfamilie, die in allen Pflanzen konserviert
ist (Ulker und Somssich, 2004; Zhang und Wang, 2005). Auch im Schleimpilz
Dictyostelium discoideum und dem Protisten Giardia lamblia konnten WRKY -
Sequenzen detektiert werden (Ulker und Somssich, 2004; Zhang und Wang, 2005). Im
Gegensatz dazu scheinen sie in Pilzen und Tieren aus ungeklérter Ursache verschwunden
zu sein (Ulker und Somssich, 2004; Zhang und Wang, 2005). WRKY -
Transkriptionsfaktoren besitzen eine oder zwei WRKY-Dominen, wobei die Proteine mit
zwei Doménen die evolutionar dlteren zu sein scheinen (Ulker und Somssich, 2004;

Zhang und Wang, 2005). In ihrer carboxyterminalen Hélfte besitzen WRKY -Proteine die



105

konservierte Aminoséuresequenz WRKYGQK und bilden eine Zink-bindende Struktur
(Eulgem et al., 2000; Yamasaki et al., 2005). Mit dieser Struktur binden sie zugehorige
cis-Elemente, die sogenannte W-Boxen, mit der DNA-Sequenz (T)(T)TGAC(C/T), in
Promotorregionen (Eulgem et al., 2000; Yamasaki et al., 2005). WRKY-Proteine konnen
sowohl Aktivatoren, als auch Repressoren der Transkription sein, abhingig von der
Sequenz um die W-Box (Robatzek und Somssich, 2002; Miao et al., 2004; Xie et al.,
2005).

Die Funktion von WRKY-Proteinen ist eng mit der Antwort auf abiotischen und
biotischen Stress verkniipft (Eulgem et al., 2000; Liu et al., 2004a; Ulker und Somssich,
2004). So werden bestimmte WRKY -Transkriptionsfaktoren, z. B. WRKY6, WRKY22
und WRKY?29, nach der Erkennung des PAMP Flg22, einem konservierten Peptid aus
Flagellin, durch die Rezeptorkinase FLS2 hochreguliert und sind Ziele der von FLS2
ausgelosten MAPK-Kaskade (Gomez-Gomez und Boller, 2000; Asai et al., 2002;
Navarro et al., 2004). Die Uberexpression von AtWRKY29 fiihrt in A. thaliana zu
erhohter Resistenz sowohl gegen den Pilz Botrytis cinerea, als auch gegen das Bakterium
Pseudomonas syringae, was auf eine positive Regulierung der Basalen Resistenz durch
bestimmte WRKY-Proteine schlieBen lisst (Asai et al., 2002; Robatzek und Somssich,
2002).

Auch fiir eine Verbindung von WRKY's mit der R-Protein-vermittelten Resistenz mehren
sich die Hinweise. Liu et al. zeigten, dass nach posttranskriptioneller Genaktivierung von
NtWRKY1-3 in Tabak, die N-vermittelte Resistenz schwer beeintrachtigt wird und diese
Transkriptionsfaktoren deswegen einen Einfluss auf die R-Protein vermittelte Resistenz
haben (Liu et al., 2004a). Nach der Rosetta-Stein-Hypothese, die die Evolution von
Protein-Protein-Wechselwirkungen beschreibt, ist die Interaktion von Proteinen
wahrscheinlich, wenn sie in einer Spezies von zwei unterschiedlichen, unabhéngigen
Gene codiert werden, in einer anderen nur durch ein Gen (Marcotte et al., 1999).
Tatséchlich ist in zwei der 149 putativen NB-LRR-Proteine aus Arabidopsis eine
WRKY-Domine mit einer R-Proteinstruktur fusioniert. Eines davon ist RSS1. Bei

diesem Protein ist ein aminoterminales TIR-TIR-NB-LRR-Protein mit einer
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carboxyterminalen WRKY-Doméine verkniipft (Deslandes et al., 2002; Deslandes et al.,
2003). RRS1 vermittelt Resistenz gegen das Bodenbakterium Ralstonia solanacearum,
indem es direkt den Effektor PopP2 erkennt (Deslandes et al., 2002; Deslandes et al.,
2003). At4g12020 kodiert fiir ein NB-LRR R-Protein mit einer aminoterminalen WRKY -
Domaine (Noutoshi et al., 2005). Seine Funktion ist bisher aber unbekannt (Noutoshi et al.,
2005). Das legt nahe, dass WRKY -Proteine auch in vivo mit NB-LRR-Proteinen

interagieren konnen (Noutoshi et al., 2005).

Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass die CC-Doméne von MLA1 und MLA6 zumindest mit
dem C-Terminus von HYWRKY?2 in Hefe wechselwirken kann (Qian-Hua Shen und Paul
Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten). Die CC-Domaéne interagiert auch mit dem nahe
verwandten HYWRKY'1 in Hefe (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unver-
offentlichte Daten). Meine Ergebnisse bestétigen, dass MLA und HvWRKY?2 in vitro
wechselwirken, ohne dass ein Cofaktor aus Hefe bendtigt wird (Abbildung 9c¢). Diese
Interaktion impliziert, dass beide WRKY -Proteine auch eine physiologische Funktion im
Zusammenhang mit MLA haben kénnen. Nach Uberexpression beider WRKY-Proteine
im transienten Einzelzellexpressionssystem wurde eine starke Beeintrachtigung der
rassenspezifischen Mlal, Mlal0 und Mlal2-vermittelten Resistenz festgestellt, wahrend
der Einfluss auf die Mla6-vermittelte Resistenz eher gering war (Qian-Hua Shen und Paul
Schulze-Lefert, unverdéffentlichte Daten). Keine signifikanten Unterschiede konnten fiir
die Mlg-vermittelte und fiir die Breitbandresistenz in der mlo-Mutante festgestellt werden
(Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unveroffentlichte Daten). Als weitere
Kontrolle wurde SUSIBA2 benutzt, ein WRKY-Protein aus Gerste, das den
Starkestoffwechsel im Endosperm kontrolliert (Sun et al., 2003). Auch hier konnte kein
signifikanter Einfluss auf die Resistenz festgestellt werden (Qian-Hua Shen und Paul
Schulze-Lefert, unverodffentlichte Daten). Zusétzlich zur Beeintrachtigung der
rassenspezifischen Resistenz konnte eine deutliche negative Regulation der basalen
Resistenz in der kompatiblen Interaktion nach transienter Uberexpression von
HvWRKY?2 detektiert werden, was eine Funktion in der PAMP-vermittelten Resistenz
impliziert (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unveroffentlichte Daten).
Experimente mit posttranskriptionale Geninaktivierung von HvWRKY 1 und HvWRKY?2
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implizieren eine Erhohung der Resistenz und sind damit konsistent (Eckey et al., 2004;
Gregor Langen und Karl-Heinz Kogel, unverdffentlichte Daten). Die Ergebnisse zeigen,
dass HYWRKY 1 und HYWRKY?2 spezifisch in die basale, PAMP-vermittelte und
zusitzlich in die Mla-vermittelte Resistenz involviert sind. Da sie erst nach der Infektion
exprimiert werden und die Resistenzantwort negativ beeinflussen, ist es wahrscheinlich,
dass ihre Funktion in der Kontrolle der Intensitdt der PAMP-vermittelten Resistenz liegt
um durch Repression der Resistenzantwort den programmierten Zelltod zu verhindern.
Unklar bleibt jedoch die Rolle von HYWRKY 1 und HYWRKY?2 in der MLA-vermittelten

Resistenz.

Verschiedene Griinde favorisieren eine Rolle fiir die WRKY -Proteine in der
Signaltransduktion. So waren in Hefe die Interaktionssignale mit der CC-Domine starker
als mit den CC-NB-Konstrukten (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unver-
offentlichte Daten). Dies ldsst darauf schlieBen, dass intramolekulare Umlagerungen vor
der Interaktion notwendig sind, wie sie fiir die Aktivierung von anderen Proteinen
berichtet werden (Moffett et al., 2002; Leister et al., 2005). Also konnte die Mdglichkeit
zur Interaktion erst nach der Aktivierung von MLA bestehen. Des Weiteren ist die
mRNA der WRKY-Proteine in gesunden Pflanzen nicht detektierbar, was darauf
hindeutet, dass kein Protein vorhanden ist (Eckey et al., 2004, Gregor Langen und Karl-
Heinz Kogel, unveroffentlichte Daten). Deswegen ist es auch unwahrscheinlich, dass sie
von MLA {iberwachte Virulenzziele der Effektoren sind. Dies konnte mit Studien im
Zwei-Komponenten-System in Hefe bestétigt werden, bei denen weder eine Interaktion
von HYWRKY?2 mit dem einzigen bekannten Effektor von MLA, AVRMLA10, noch mit
AVRMLK nachgewiesen werden konnte (Ridout et al., in Vorbereitung; Qian-Hua Shen
und Paul Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten). Allerdings ist moglich, dass eine
Prozessierung und somit Aktivierung der Effektoren erst in planta stattfindet, wie fiir
AvrRpt2 gezeigt wurde (Coaker et al., 2005). Ein eukaryotisches Cyclophilin katalysiert
dabei eine Peptidyl-Prolyl-Isomerisierung, die AvrRpt2 ermoglicht, seinen
Aminoterminus zu schneiden und so aktiv zu werden (Coaker et al., 2005). Eine solche
Strategie ermoglicht dem Pathogen, sich vor der potentiell schidlichen Wirkung der

Effektoren zu schiitzen und ist auch fiir die Effektoren anderer Pathogene denkbar.
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Maoglicherweise ist das auch bei den Effektoren von B. graminis der Fall, die dann in
vitro nicht funktionell wéren. Es scheint also moglich, dass MLA-Proteine nach
Erkennung der korrespondierenden Effektoren die Funktion der HvWRKY -Proteine
inhibieren und so die Resistenzantwort potenzieren, was dann zum Zelltod fiihrt.

Um zu verifizieren, dass HYWRKY 1 und HYWRKY?2 in die Signaltransduktion von
MLA involviert sind, miisste man versuchen, ihre Interaktion mit MLA und somit auch
die Funktion in der Mla-vermittelten Resistenz und ihre Funktion in der basalen
Resistenz zu separieren. HvWRKY, was immer noch in der basalen, aber nicht mehr in
der MLA-vermittelten Resistenz aktiv ist, wiirde auf eine Beteiligung an der Mla-

vermittelten Signatransduktion hinweisen.

4.7. Das Proteasom kontrolliert MLA-Abundanz

Pflanzliche R-Proteine konnen Zelltod vermitteln. Deswegen ist es essentiell fiir die
Pflanze, R-Proteine genau zu kontrollieren und eventuelle unkontrolliert aktive Varianten
sofort zu eliminieren. Meine Daten zeigen, dass eine Inhibierung des Proteasoms den
Abbau von MLA 1und MLAG verlangsamt (Abbildung 10). Dies legt die Uberlegung
nahe, dass eine Qualititskontrolle der Integritdt von MLA stattfinden und anormales
Protein iiber den proteasomalen Abbau entsorgt werden konnte. Auch in rar1-Mutanten
konnte nach vorldufigen Ergebnissen keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu
RARL1 in der proteasomalen Degradation von MLA festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt). Posttranslationale Modifikationen und Punktmutationen kdnnen die Faltung von
Proteinen beeinflussen und zu missgefalteten, anormalen Varianten fiihren. In der Tat
gibt es verschiedene Berichte von mutierten NB-LRR-Protein, die konstitutiv aktiv sind
(Bendahmane et al., 2002; Hwang und Williamson, 2003; Zhang et al., 2003). Die
Mutationen liegen dabei alle in der NB-Doméne oder der LRR-Region (Bendahmane et
al., 2002; Hwang und Williamson, 2003; Zhang et al., 2003). Da besonders die LRR-
Region starker Selektion unterworfen ist, was die Faltung und Funktionalitit der R-
Proteine beeinflussen kann, ist davon auszugehen, dass Punktmutationen in dieser Region
zu einer weiteren Beeintrachtigung der Faltungsfihigkeit und so zu konstitutiv aktiven

Formen fithren konnen (Jones und Takemoto, 2004; vgl. 4.5.). Es gibt Hinweise
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darauf, dass moglicherweise alle R-Proteine konstitutiv aktiv sind. So kann transient in
Tabak iiberexprimiertes RPS4 eine starke HR ausldosen, wéihrend bei transgener
Expression in A. thaliana bei vergleichbarem Proteinniveau keine lethalen Phianotypen zu
beobachten waren (Zhang et al., 2004). Dies ist konsistent mit der Anwesenheit
funktioneller Repressoren in A. thaliana, aber nicht in Tabak (Zhang et al., 2004). Das
wird durch Ergebnisse unterstiitzt, nach denen RPM1 und RPS2 ohne den
stabilisierenden Interaktor und funktionalen Repressor RIN4 autoaktiv sind (Axtell und
Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2003; Belkhadir et al., 2004b). Eine Restaktivitdt bei
unvollstidndiger Repression ist eine mdgliche Erklarung fiir die Fitnesskosten, die mit der
Expression von R-Proteinen verbunden sind (Brown, 2002, 2003; Tian et al., 2003). Um
die Pflanze zu schiitzen, muss also ein Qualitdtskontrollmechanismus existieren, der
Faltung und Degradation kontrolliert und die Integritit der R-Proteine liberwacht. SGT1

ist ein Protein, das an einem solchen Mechanismus beteiligt sein konnte.

Viele R-Gene sind genetisch von Sgtl abhéngig (Azevedo et al., 2002; Tor et al., 2002;
Muskett und Parker, 2003; Shen et al., 2003). SGT1 wurde urspriinglich als Protein
beschrieben, das in Hefe eine essentielle Komponente des Kinetochorkomplexes und eine
Untereinheit des SCF-Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist (Kitagawa et al., 1999). Das
SGT1-Homolog aus Pflanzen kann die sgtl-Mutante in Hefe komplementieren (Azevedo
et al., 2002). Im Zell-Lysat von Gerste und von Nicotiana benthamiana kann SGT1 mit
Komponenten des SCF-Komplexes interagieren (Azevedo et al., 2002; Liu et al., 2002b).
Dies deutet darauf hin, dass es in Pflanzen und Hefe dhnliche Funktionen in der
proteasomalen Degradation erfiillt. Der SCF-Komplex ist ein E3-Ubiquitinligase-
Komplex, der die Substratspezifitit der Ubiquitinylierung vermittelt (Willems et al.,
2004). Zumindest in der N-vermittelten Resistenz scheint der SCF-Komplex und das
COP9-Signalosom eine Rolle zu spielen, da durch posttranskriptionelle Geninaktivierung
essentieller Komponenten dieser Komplexe die N-vermittelte Resistenz gegen TMV
beeintrichtigt wird (Liu et al., 2002b). Dies lisst die Uberlegung zu, dass SGT1 in der
HSP90-Chaperon-Maschinerie eine Art Kontrollmechanismus darstellen konnte, der

missgefaltete Proteine zur Degradation an das Proteasom weiterleitet.
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Eine Kopplung von Faltung und Degradation wurde bisher fiir die HSP90-Substrate
Glucocorticoidrezeptor (GR) und Cysistische Fibrose Transmembranleitungsregulator
(CFTR) gezeigt (Connell et al., 2001; Meacham et al., 2001). Dabei bindet CHIP (mit
dem Carboxyterminus von HSP70 interagierendes Protein) an einen HSP70/HSP90-
Chaperonkomplex und blockiert die weitere Faltung (Connell et al., 2001; Meacham et
al., 2001). Interessanterweise zeigt der C-Terminus von CHIP strukturelle Ahnlichkeiten
zu Komponenten des Ubiquitin/Proteasom-Systems. Es besitzt dhnlich wie der
Ubiquitinylierungsfaktor Ufd2 aus Hefe, eine U-Box-Doméne, die an der
Ubiquitinylierung beteiligt ist (Koegl et al., 1999). Es wurde auch gezeigt, dass diese
Doméne die Degradation von Chaperon-Substraten durch die Ubiquitin/Proteasom-
Maschinerie fordert und sogar direkt als Ubiquitinligase wirkt (Connell et al., 2001;
Meacham et al., 2001; Peng et al., 2004). Auch fiir ein anderes Protein, VHL (von
Hippel-Lindau tumor-suppressor protein), wurde beschrieben, dass es der
Qualitdtskontrolle durch einen HSP90 abhingigen Mechanismus unterliegt (McClellan et
al., 2005). Da andere HSP90/HSP70-Co-Chaperone ebenfalls Doméanen aufweisen, die
auf eine Verbindung mit der proteasomalen Degradation hindeuten, konnte diese

Qualititskontrolle ein genereller Mechanismus sein (Hohfeld et al., 2001).

SGT1 zeigt gewisse strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit zu CHIP. So besitzt SGT1
wie CHIP TRPs (Tetratricopeptidwiederholungen) am N-Terminus (Ballinger et al.,
1999; Azevedo et al., 2002). Allerdings bindet CHIP HSP70 und HSP90 durch diese
TPRs, wihrend bei SGT1 die CS-Doméne die Bindung zu HSP70 und HSP90 vermittelt
(Ballinger et al., 1999; Lee et al., 2004). Fiir beide Proteine wurde ein direkter
Zusammenhang mit der proteasomalen Degradation gezeigt (Kitagawa et al., 1999;
Connell et al., 2001; Meacham et al., 2001). Moglicherweise besitzt SGT1 eine dhnliche
Funktion, wie fiir CHIP bei der Prozessierung von ungefaltetem Protein gefunden wurde.
Zwei unabhingige Studien zeigen, dass CHIP in der Qualititskontrolle der Proteinfaltung
involviert ist und die Ubiquitinylierung und den Abbau missgefalteter Proteine vermittelt
(Meacham et al., 2001; Murata et al., 2001). AuBerdem scheint es die HSP70 vermittelte
Faltung von Protein in vivo zu fordern, besitzt also einen dualen Mechanismus in der

Kontrolle der Proteinfaltung (Kampinga et al., 2003). Ubertragen auf SGT1 und R-
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Proteine wiirde das bedeuten, dass SGT1 zusammen mit HSP90 und RAR1 die Faltung
von R-Proteinen fordert und die Degradation missgebildeter Proteine {iber das Proteasom
vermittelt. Im Gegensatz zu neueren Theorien wéire SGT1 also ebenfalls an der
Qualititskontrolle der R-Proteine beteiligt, nicht nur an der Degradation nach
Aktivierung (Tor et al., 2003). Dies deckt sich mit meinen Resultaten. Unklar ist jedoch,
ob die Proteasom-vermittelte Degradation wirklich abhingig von SGT1 ist. Des Weiteren
ist die Wechselbeziehung zwischen RAR1, HSP90 und dem Proteasom noch ungeklért,

sodass weitere Studien notig sind, um die genauen Zusammenhénge aufzudecken.

4.8. MLA kann in vitro sumoyliert werden

SUMO (small ubiquitin-like modifier) ist ein Ubiquitin-dhnliches Protein, das dhnlich
wie Ubiquitin in allen Eukaryoten konserviert ist. Wahrend in Hefe, Nematoden und
Insekten nur ein Homolog existiert, sind es in Vertebraten drei und in Pflanzen bis zu
acht (Kurepa et al., 2003; Hay, 2005). SUMO modifiziert, wie Ubiquitin und viele
Ubiquitin-dhnliche Proteine, Lysinreste von Proteinsubstraten. Neben verschiedenen
Funktionen in der Kontrolle des Zellzyklus, der Reparatur von DNA und dem Transport
in den Zellkern, blockiert es aber auch Lysinreste fiir Ubiquitinylierung und schiitzt so
das Protein vor Degradation durch das Proteasom (Meluh und Koshland, 1995; Desterro
et al., 1998; Tanaka et al., 1999; Rodriguez et al., 2001). Die Desumoylierung ist noch
wesentlich komplexer, da es in Pflanzen mindestens zwdlf Sumopeptidasen und viele
dhnliche Proteine gibt (Kurepa et al., 2003; Murtas et al., 2003). Interessant ist, dass
MLA zumindest in vitro durch SUMO modifiziert werden kann. (Abbildung 11a).
Obwohl es nicht moglich war, die notwendigen Aminosédurern zu lokalisieren, zeigt das,
dass MLA im Gegensatz zu anderen Proteinen wie EDS1 und SGT1 {iber
Sumoylierungsstellen verfiigt (Abbildung 11c, Hans-Peter Stuible, unverdffentlichte
Daten).

Es ist bekannt, dass SUMO-Peptidasen und SUMO in der Interaktion von Pflanze und
Pathogenen wichtig sind. Das SUMO-Homolog T-SUMO aus Tomate scheint eine Rolle

in der hypersensitiven Reaktion nach Erkennung des Elicitors EIX (ethylen-inducing
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protein) aus dem Pilzpathogen Trichoderma viride zu spielen (Hanania et al., 1999). EIX
wird vom R-Protein LeFEix2 erkannt, das strukturelle Ahnlichkeiten zu Cf-Proteinen zeigt
(Ron und Avni, 2004). Moglicherweise vermittelt T-SUMO dabei durch die direkte
Interaktion die Erkennung des Elicitors (Hanania et al., 1999). Mindestens zwei
bakterielle Effektorgene aus Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, XopD und
AvrXv4, codieren fiir funktionelle SUMO-Isopepdidasen mit Homologie zu den
Sumoisopeptidasen Ulplaus Hefe und YoplJ aus dem Humanpathogen Yersinia (Orth,
2002; Hotson et al., 2003; Roden et al., 2004). Ein weiterer bakterieller Effektor PopP2
aus Ralstonia solanacearum, der ebenfalls strukturelle Ahnlichkeit zu YopJ zeigt,
interagiert mit dem TIR-NB-LRR-Protein RRS1 aus Arabidopsis , das dann Resistenz
vermitteln kann (Deslandes et al., 2003), vgl. Kapitel 4.6.). Unklar ist allerdings, ob
PopP2 wirklich SUMO-Peptidaseaktivitit zeigt (Hotson und Mudgett, 2004).

Die Rolle von SUMO in der MLA-vermittelten Resistenz ist vollkommen ungeklart.
Unwahrscheinlich ist, dass es an der direkten Erkennung beteiligt ist. Die Sequenz von
den bekannten Effektoren AVRMLA10 und AVRMLK weist keine Homologie zu
bekannten Proteinen, auch nicht zu Sumopeptidasen, auf (Ridout et al., in Vorbereitung).
Mit dem Zwei-Komponentensystem in Hefe wurden weder Hinweise auf eine direkte
Interaktion der Effektoren mit MLA noch mit einem SUMO-&hnlichen Protein gefunden
(Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert, unveroffentlichte Daten). Auch weist MLA in
Pflanzen die gleiche Grof3e auf wie durch Ulpl desumoyliertes Protein (Daten nicht
gezeigt). Andere mogliche Funktionen beinhalten Transport oder der Stabilisierung von
MLA. Moglich ist, dass MLA sumoyliert und in den Kern transportiert wird. Da WRKY-
Proteine bevorzugt kernlokalisiert sind, konnte es dort mit ihnen interagieren und die
rassenspezifische Resistenz vermitteln. Dies deckt sich mit vorldufigen Daten, die auf
eine Kernlokalisation von MLA hindeuten (Qian-Hua Shen und Paul Schulze-Lefert,
unverdffentlichte Daten). Dabei wurde nach transienter Expression von MLA-GFP im
Einzelzellsystem die Fluoreszenz groftenteils im Kern detektiert (Qian-Hua Shen und
Paul Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten). Bisher konnte jedoch keine Sumoylierung
von MLA-Protein in der Abwesenheit des Pathogens detektiert werden, was gegen diese

Moglichkeit spricht (Yusuke Saijo und Paul Schulze-Lefert, unverdffentlichte Daten).
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Wahrscheinlicher ist, dass SUMO in diesem Fall als Antagonist von Ubiquitin zum
Schutz der Proteine vor proteasomaler Degradation dient. SGT1 spielt eine Rolle in der
intramolekularen Umlagerung nach Aktivierung, was den Schluss zuldsst, dass das
Proteasom auch an der Degradation von aktiviertem R-Protein beteiligt sein konnte
(Leister et al., 2005 und vgl. 4.7.). Sumoylierung konnte durch Blockierung der
Ubiquitinylierung die Halbwertszeit der Proteine erhdhen und somit eine Moglichkeit zur

Signalverstiarkung darstellen.

4.9. Ein generelles Modell der MLA-vermittelten Resistenz

Obwohl noch viele Kontrollmechanismen der ML A-vermittelten Resistenz im Dunkeln
liegen, hat meine Arbeit doch weitere Hinweise iiber ihre Eigenschaften und Regulierung
gebracht. Diese Hinweise wurden zusammen mit Daten anderer Verdffentlichungen zu
Modellen iiber die Regulierung der Faltung und Stabilitit sowie der Aktivierung und
Vermittlung der Resistenz zusammengefasst, die so oder dhnlich auch fiir andere R-

Proteine gelten konnten (Abbildung 12, Abbildung 13)

Die Beteiligung zumindest von RAR1 an der Stabilisierung von MLA in planta, aber die
Abwesenheit in einem moglichen praformierten Erkennungskomplex, deuten auf eine
transiente Interaktion hin (Abbildung &; Bieri et al., 2004). Auch HSP90 und SGT1
scheinen in Hefe, aber nicht in vitro mit MLA zu interagieren (Bieri et al., 2004).

Eine R-Protein stabilisierende Funktion ist auch fiir SGT1 und HSP90 in anderen
pflanzlichen Systemen belegt (Hubert et al., 2003; Liu et al., 2004b; Azevedo et al., in
Vorbereitung). Daten aus Hefe und menschlichen Zellen ziehen eine zusétzliche
Verbindung von SGT1 und HSP90 zur Degradation von Proteinen (Kitagawa et al., 1999;
McClellan et al., 2005). Dies deutet auf eine duale Funktion der beiden Proteine in
Faltung und Degradation hin, was auf einen Funktion in der Kontrolle der
Strukturintegritdt schlieBen lasst (vgl. 4.5., 4.7). Moglicherweise trifft also ein RARI,
SGT1 und HSP90 enthaltender Komplex die Entscheidung zwischen Stabilisierung und
Degradation von MLA (Abbildung 12)
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Abbildung 12: Die mdgliche Rolle von RAR1, SGT1 und HSP90 in der Stabilisierung und
Aktivierung von MLA

(a) HSP90 und seine Co-Chaperone RAR1 und SGT1 kontrollieren die Stabilisierung von MLA-
Protein. Sie kdnnten ein Kontrollpunkt sein, der die Faltung von MLA fordert und tiberwacht
sowie die Entscheidung zwischen Degradation durch das Proteasom und Stabilisierung in einem
praformierten Erkennungskomplex trifft. Dieser Erkennungskomplex enthdlt mehrere unbekannte
Proteine, von denen eines ein Zielprotein von Effektormolekiilen sein kann.

(b) Nach Aktivierung durch Erkennung des korrespondierenden Effektormolekiils AVRMLA ist
MLA Subjekt intramolekularer Umlagerungen, die von SGT1 und moglicherweise auch RAR1
und HSP90 unterstiitzt werden. Aktivierte MLA-Molekiile konnten durch das Proteasom abgebaut
werden. Sumoylierung von MLA kdnnte diesen Abbau hemmen und so das Signal verstarken.

Die Rolle von HSP90, SGT1 und RAR1 nach Aktivierung ist noch ungeklért. Allerdings
gibt es Hinweise, dass zumindest SGT1 an intramolekularen Umlagerungen nach
Erkennung von Effektoren beteiligt ist (Leister et al., 2005). Moglicherweise spielen auch
seine Interaktoren HSP90 und RARI1 eine Rolle bei Prozessen nach der Aktivierung des
R-Proteins (Abbildung 12b). Obwohl die Rolle der Sumoylierung noch offen ist, scheint
am ehesten eine Funktion als Antagonist einer moglichen Ubiquitinylierung und des
darauf folgenden Abbaus in Betracht zu kommen (vgl. 4.8.). So konnte aktiviertes Protein

stabilisiert und das Signal verstirkt werden (Abbildung 12b).
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Abbildung 13: Ein generelles Modell der basalen und MLA-vermittelten rassenspezifischen Resistenz
in Gerste gegen Gerstenmehltau

(a) Nach der Infektion durch Bgh werden bestimmte PAMPs durch einen oder mehrere bisher
unbekannte PAMP-Rezeptoren erkannt, die eine basale Resistenzreaktion auslosen. HvYWRKY 1
und HYWRKY?2 werden nach der Infektion induziert und inhibieren die Resistenzreaktion um den
Zelltod zu verhindern.

(b) Nach Erkennung des korrespondierenden Effektors wird MLA aktiviert. Aktiviertes MLA
inhibiert die inhibierende Funktion des WRKY-Proteins. So wird die PAMP-vermittelte
Resistenzantwort potenziert, fithrt zu Einzelzelltod und somit zu Resistenz.

Die Identifizierung von WRKY -Transkriptionsfaktoren als MLA-Interaktoren wirft neues
Licht auf die mogliche Signaltransduktion von Resistenzproteinen. In der basalen
Resistenz konnen sie die Intensitdt der PAMP-vermittelten Resistenzantwort
kontrollieren, um Zelltod zu verhindern (Abbildung 13a). In der MLA-vermittelten
Resistenz kann durch die Erkennung von AVRMLA aktiviertes MLA-Protein die
Funktion von HYWRKY 1 und HvWRKY?2 inhibieren, sodass die Resistenzantwort
potenziert wird. (Abbildung 13b). Dies fiihrt zum Absterben der Zelle und zu einer
Resistenz gegen Bgh. Um allerdings ein vollstindiges Bild der MLA-vermittelten
Resistenz zu entwerfen, werden noch Jahre, wenn nicht Jahrzehnte der Forschung

notwendig sein.
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