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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Molekulare Chaperone

Molekulare Chaperone sind Proteine, die die Funktionsfahigkeit anderer Proteine
unterstitzen, indem sie bei der Faltung entstehender Polypeptide helfen, Aggregationen
verhindern und stressbedingte Fehlfaltungen entfernen. Sie wurden urspriinglich als Gruppe
von nicht miteinander verwandten Proteinen definiert, die den richtigen Zusammenbau
anderer Proteine vermitteln, aber selbst kein Teil der endgiiltigen, funktionellen Struktur sind
(Ellis, 1987). Sie kommen ubiquitar vor und viele sind Stressproteine, obwohl sie auch unter
normalen Wachstumsbedingungen essentielle Funktionen besitzen (Hartl, 1996).

Eine wichtige Chaperongruppe sind die Hitzeschockproteine, die wegen ihrer starken
Induktion der Expression bei Hitzebehandlungen identifiziert und aufgrund ihres
Molekulargewichts in verschiedene Gruppen eingeteilt wurden. Die wichtigsten sind kleine
(sHsp), 60 kDa (Hsp60), 70 kDa (Hsp70), 90 kDa (Hsp90) und 100 kDa (Hspl100)
Hitzeschockproteine (Kotak et al., 2007). Mittlerweile werden diese jedoch aufgrund ihrer
Homologie und funktionellen Domanen klassifiziert, weshalb nicht alle Mitglieder einer

Klasse die entsprechende Grol3e besitzen.

1.1.1 Hsp70-Familie

Die Gruppe der 70 kDa Hitzeschockproteine, mit Mitgliedern zwischen 68 und 110 kDa, wird
auch als Stress70-Gruppe oder Hsp70-Familie bezeichnet. Neben Hsp70 werden ihre
Mitglieder auch oft Hsc70 (heat shock cognate) genannt, vor allem wenn sie nicht unter
Stressbedingungen induziert werden (Miernyk, 1999). DnaK ist das Musterexemplar aus
E. coli, dessen Homologe ubiquitér in allen Organismen vorkommen. Die Hsp70-Familie
zeigt einen hohen Grad an Homologie. Auf Proteinebene teilen sich sogar so entfernte
Verwandte wie E. coli DnaK und menschliches Hsp70 46% identische und 65% &hnliche
Aminosauren (Rensing und Maier, 1994). Diese hohe Konservierung spricht fur die

universale Bedeutung dieser Familie.

Die Hsp70-Proteine werden durch eine typische N-terminale ATPase-Doméane von etwa
45 kDa charakterisiert. Die ATPase-Doméane besteht aus zwei grof3en globuléren
Subdomanen, welche wiederum in zwei kleinere Subdomanen aufteilt werden. Die
Subdoménen werden durch eine tiefe Kluft getrennt, an deren Grund die
Nukleotidbindestelle liegt. Die ATPase-Funktion ist entscheidend fur die Chaperon-Funktion

1



EINLEITUNG

der Hsp70-Proteine. Der C-terminale Teil der Hsp70-Proteine, welcher tber eine bewegliche
Region mit der ATPase-Domane verbunden ist, besteht aus einer Peptidbindestelle und

einem variablen Segment (Hendrick und Hartl, 1993; Mayer und Bukau, 2005).

1.1.1.1 Untergruppen der Hsp70-Familie

Bei Sequenzanalysen des Genoms der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurden achtzehn
Gene der Hsp70-Uberfamilie zugeteilt. Dabei konnte jedoch fiir eines kein Transkript
nachgewiesen werden, weshalb von einer Proteinfamilie mit siebzehn Mitgliedern
ausgegangen wird. Die intrazellularen Lokalisationen der Hsp70-Isoformen in Arabidopsis
thaliana wurden Uber bioinformatische Analysen fir verschiedene Zellkompartimente
vorhergesagt und fur einige Isoformen bestatigt (Lin et al., 2001; Sung et al., 2001b).

Fir AtHsp70-1 bis — 5 (auch bekannt als Hsc70-1 bis -3, Hsp70 und Hsp70b) sowie
AtHsp70-14 bis —16 wurde eine cytosolische Lokalisation vorhergesagt. AtHsp70-6 bis —8
(auch cpHsp70 genannt) lokalisieren plastidar (Su und Li, 2008) und AtHsp70-9 sowie —10
(auch bezeichnet als mtHsc70) mitochondrial. AtHsp70-11 bis —13 (auch BiP genannt) sowie
AtHsp70-17 befinden sich im Endoplasmatischen Reticulum (ER).

Die Hsp70-Proteinfamilie in Arabidopsis thaliana kann in zwei Untergruppen eingeteilt
werden, zum einen in die DnaK- (Hsp70-1 bis —13) und zum anderen in die Hsp110/SSE-
Unterfamilie (Hsp70-14 bis -17). Diese Unterteilung basiert auf der Homologie zu den
namensgebenden Proteinen in E. coli und Saugern/Hefe. Beide Gruppen besitzen die
typische ATPase-Domane, jedoch ansonsten geringere Sequenzahnlichkeiten (Lin et al.,

2001).
Variable ATPase peptidbinde- Variable

BraK. Region Doméne i} Doméne  Region
Unterfamilie N m C
Aminosduren  3-81 ~370 ~210-260 ~1?i%-200
Hsp110/SSE- |\ — W C

Unterfamilie

Abbildung 1: Doménenstruktur der Hsp70-Mitglieder in Arabidopsis thaliana (modifiziert nach
Lin et al., 2001)

Vergleich der Doménenstruktur von Mitgliedern der DnaK- und der Hsp110/SSE-Unterfamilie. Signale
zur Kompartimentierung befinden sich gegebenenfalls in den variablen Regionen.

Als auffalligster Unterschied gilt die C-terminale Region, die in der DnaK-Unterfamilie, deren

Mitglieder auch als ,typische* Hsp70-Isoformen bezeichnet werden, mit etwa 30

Aminosauren wesentlich kurzer ist als in der Hsp110/SSE-Unterfamilie (,untypische” Hsp70-

Isoformen) mit etwa 110 bis 200 Aminosauren (Abbildung 1). Aufgrund dieses
2



EINLEITUNG

GroRRenunterschieds wurden zwei Mitglieder dieser Unterfamilie, die beiden sehr homologen
Proteine AtHsp70-14 und —15, zuerst unter dem Namen Hsp91 beschrieben (Storozhenko et
al., 1996).

Fir SSE und Hspl110 aus Hefe beziehungsweise Saugern wurde gezeigt, dass diese
~untypischen* Hsp70-Proteine eine wichtige Rolle als Nukleotidaustauschfaktor (NEF) fur die
Jypischen* Hsp70-Isoformen spielen, indem sie deren ADP-ATP-Austausch stimulieren
(Dragovic et al., 2006; Shaner und Morano, 2007; Andreasson et al., 2008). Dazu scheint
zwar die Nukleotidbindung, aber nicht unbedingt immer die ATP-Hydrolyse der ,untypischen*
Hsp70-Proteine notwendig zu sein (Shaner et al., 2004). Sie besitzen aul3erdem eine eigene
.Holdase"-Wirkung, die es ihnen ermdglicht, Polypeptid-Substrate in einem faltungsfahigen
Zustand zu halten (Oh et al., 1999).

1.1.1.2 Regulation der Stressantwort

Die Anpassung an wechselnde Umweltbedingungen erfordert eine induzierbare Expression
verschiedener Gene. Fir die Regulation unter Stressbedingungen spielen Hitzeschock-
faktoren eine fundamentale Rolle. Diese Transkriptionsfaktoren werden in Pflanzen von
grolRen Genfamilien kodiert (Nover et al., 2001; von Koskull-Déring et al., 2007). Sie bilden
Trimere, welche sequenzspezifisch DNA binden kénnen. Diese Sequenzen werden HSE
(Heat shock elements) genannt und kommen im Promotorbereich der Hsp70-Gene wie in
vielen anderen durch Hitze induzierbaren Genen vor (Lin et al., 2001; Sung et al., 2001a;
Sung et al., 2001b). Sie regulieren die Expression von Hitzeschockproteinen und sind somit
bedeutende positive Regulatoren der Stressantwort (Lee et al., 1995).

Die Expression von Hsp70- und anderen Hitzeschockproteinen wird bei der Stressantwort
Uber die Interaktion von Hitzeschockfaktoren mit Hsp70-Proteinen autoreguliert (Schoffl et
al., 1998). Ohne Stress binden die Hsp70-Proteine entweder an inaktive Hitzeschockfaktoren
oder bleiben ungebunden. Wahrend eines Hitzeschocks binden sie an hitzedenaturierte
Proteine, wodurch die Hitzeschockfaktoren freigesetzt werden und trimerisieren koénnen. In
ihrer aktiven, trimeren Form induzieren Hitzeschockfaktoren die Transkription von Hsp70-
und von anderen stressregulierten Genen. Uber die entstehenden Hsp70-Proteine, welche
wieder zur Inaktivierung der Hitzeschockfaktoren fihren, wird somit eine negative
Ruckkopplung erreicht und die Antwort eingedammt, wobei die Hitzeschockfaktoren

zusatzlich durch Phosphorylierung reguliert werden (Schoffl et al., 1998).

Bei Arabidopsis thaliana sind besonders die Hitzeschockfaktoren HsfAl, HsfA2 und HsfA3

zu nennen, die entscheidend flr die Hitze- und Stresstoleranz sind (Kim und Schoffl, 2002;

3
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Nishizawa et al., 2006; Schramm et al., 2006; Charng et al., 2007; Schramm et al., 2008;
Banti et al., 2010). Zur Ausbildung der Thermotoleranz werden auferdem negative
Regulatoren der Hitzeschockantwort, wie das cytosolisch lokalisierte Hitzeschockfaktor-
Binde-Protein AtHSBP, bendtigt (Hsu et al., 2010).

1.1.2 Hsp40-Familie

Fur die Funktion von Hsp70-Proteinen sind die Mitglieder der Hsp40-Familie (gelegentlich
auch Stress40 genannt) so entscheidend, dass der gemeinsame Komplex oft als Hsp70-
Hsp40-Chaperonsystem bezeichnet wird (Fink, 1999). Als Musterbeispiel dieser Familie gilt
DnaJ aus E. coli, weshalb die Mitglieder dieser Familie auRer als Hsp40-Proteine (fast nur
fur Eukaryoten Ublich) oft als DnaJ-Homologe oder J-Domé&nen-Proteine bezeichnet werden
(Miernyk, 1999). Zugeordnet werden ihre Mitglieder hauptsachlich aufgrund der
charakteristischen J-Domane, einer hoch konservierten, 70-Aminosauren langen Region,
welche essentiell fir die Bindung an Hsp70-Proteine ist und deren ATPase-Aktivitat stimuliert
(Cheetham und Caplan, 1998; Greene et al., 1998). Sie besteht aus 4 -Helices, von denen
Helix Il und Il antiparallel angeordnet sind. Sie werden Uber eine flexible Schleife verbunden,
welche das charakteristische Tripeptid HPD (Histidin, Prolin, Asparaginsaure) enthalt (Tsai
und Douglas, 1996). Aus Strukturanalysen ist bekannt, dass die Tertiarstruktur der J-
Domaéanen von so verschiedenen Proteinen wie DnaJ aus E. coli und dem menschlichem
Hsp40 sehr dhnlich sind, auch wenn die primare Sequenzidentitat nur ungefahr 50% betragt.
Feine Unterschiede in der J-Domane koénnten eine gewisse Interaktionsspezifitdt zu
bestimmten Hsp70-Subtypen vermitteln (Schlenstedt et al., 1995; Cheetham und Caplan,
1998).

Aufgrund des Vorkommens weiterer Regionen werden die DnaJ-Proteine in Typen | bis I
eingeteilt (Cheetham und Caplan, 1998; Rajan und D'Silva, 2009). Typ I, fur den DnaJ aus
E. coli die Vorlage darstellt, besitzt neben der N-terminal gelegenen J-Doméne eine etwa 30-
40 Aminosauren lange Glycin/Phenylalanin (G/F)-reiche Region und daneben eine Cystein-
reiche Zinkfinger-Doméane (Banecki et al., 1996; Szabo et al., 1996). Letztere besteht aus
vier klassischen Wiederholungen des CXXCXGXG-Motivs, welche auf zwei Abschnitte
verteilt sind, die jeweils ein Zink-lon binden. Bei Proteinen des Typs |l fehlt diese
Zinkfingerdomane, daflr ist die G/F-Region mit meist 70-100 Aminosauren langer. Sowonhl
Typ | als auch Il besitzen eine C-Domane am C-Terminus, deren Sequenz unter anderem
entscheidend fir die Dimerisierung ist (Shi et al., 2005). Typ Il ist lediglich durch eine
beliebig gelegene J-Domane charakterisiert (Abbildung 2). Systematisch benannt wurden die
Proteine in Folge dieser Einteilung als DjA (1), DjB (II) und DjC (llI).

4
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J-Domane C-Domaéane
G/F Typ -> Name

C | ->DjA
000 C Il ->DjB
VT ¢ ni->pjic

Abbildung 2: Doméanenstruktur der Hsp40-Proteine  modifiziert nach Cheetham und Caplan (1998)
und Rajan und D’Silva (2009)

Einteilung in Typ | bis Il aufgrund der vorhandenen Domanen (J-, G/F-reiche (G/F), Zinkfinger-(Zn)
und C-Domaéne) und daraus folgende Benennung DjA , DjB, DjC.

In Genomanalysen fiir Arabidopsis thaliana wurden 116 J-Doméanen-Proteine, davon 50 mit
cytosolischer Lokalisation, vorhergesagt (Rajan und D'Silva, 2009). Die Frage, warum in
Pflanzen eine besonders grof3e Vielzahl vorhanden ist und ob bestimmte DnaJ-Proteine nur
mit bestimmten Hsp70-Proteinen interagieren und spezielle Substrate binden, ist bisher nicht
vollstandig geklart. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Einzigartigkeit der
Substratbindung von Hsp40-Proteinen die Spezifitat des Hsp70-Hsp40-Komplexes steuert
und so Hsp70-Proteine zu ihren ,Einsatzorten” rekrutiert (Qiu et al., 2006; Summers et al.,
2009).

1.1.3 Hsp70-Hsp40-Komplex

Der Hsp70-Hsp40-Komplex (Abbildung 3) ist nach seinen beiden Hauptbestandteilen
benannt. Er wird als Chaperonmaschinerie zusammen mit dem Hsp90- und dem Hsp60-

(Chaperonin)-Komplex zu den wichtigsten molekularen Chaperonen gezahilt.

Andere Ko-Chaperone
und Kofaktoren

Abbildung 3: Modell fir den Hsp70-Hsp40-Komplex

Zu dem Komplex gehoren hauptsachlich Hsp70 und Hsp40, welches Uber seine J-Doméane im Bereich
der ATPase-Domane an Hsp70 bindet. Beide treten lber ihre Peptidbindedomanen mit dem Substrat
in Kontakt. AuBerdem sind weitere Ko-Chaperone und Kofaktoren an dem Komplex beteiligt.
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1.1.3.1 Aufbau des Hsp70-Hsp40-Komplexes

Der am besten untersuchte Hsp70-Hsp40-Komplex stammt aus E. coli, bei dem das Hsp70-
Homolog DnaK als zentrale Komponente der Chaperonmaschinerie in Assoziation mit DnaJ
und GrpE, einem Nukleotidaustauschfaktor (NEF), arbeitet (Miernyk, 1999). Die an der
Bindung zwischen DnaK und DnalJ beteiligten Aminosauren wurden Uber Mutagenese-
Studien bestimmt. DnaJ bindet Uber seine J-Doméane an mindestens zwei Stellen an DnakK,
zum einen unterhalb der ATPase-Domane in einem Spalt zwischen seinen beiden
Subdoménen und zum anderen an oder nahe bei der Substratbindetasche. Es wird
angenommen, dass diese Interaktion zu Konformationsdndungen in der Nahe des
katalytischen ATPase-Zentrums sowie der Substratbindestelle fihrt und die molekularen
Eigenschaften des Hsp70-Proteins andert (Suh et al., 1998). Dies ist wichtig fir den ATPase-

Zyklus, der im Uberndchsten Kapitel im Detail beschrieben wird.

Fur Pflanzen und andere Eukaryoten werden ahnliche Bindungen bei der Hsp70-Hsp40-
Komplexbildung postuliert. So kénnen eukaryotische Hsp40-Proteine DnaJ-Mutanten in
E. coli komplementieren und Aktivitatssteigerungen bei DnaK hervorrufen (Zhou et al., 1995;
Kroczynska et al., 1996). Zusatzlich wurde fir die Hefeproteine Ssal (Hsp70) und Ssil
(Hsp40) gezeigt, dass die C-terminale Doméne von Ssal direkt mit der Peptid-Bindedomane
von Ssil interagiert, wobei Ssil in einer dimeren Form vorliegt (Qian et al., 2002). Anders als
in E. coli, mit lediglich GrpE als NEF, koexistieren bei Eukaryoten im Cytosol und ER
verschiedenste Ko-Chaperone und Kofaktoren, die eine NEF-Funktion besitzen (Miernyk,
1999).

1.1.3.2 Kofaktoren des Hsp70-Hsp40-Komplexes

Indem sie die Chaperonaktivitat modulieren, Substratbindungen vermitteln oder Kontakte zu
anderen Chaperonsystemen herstellen, haben viele Kofaktoren und Ko-Chaperone Einfluss

auf den Hsp70-Hsp40-Komplex in Eukaryoten (Summers et al., 2009).

Auf der Suche nach pflanzlichen Apoptose-Regulatoren wurde die BAG-Familie in
Arabidopsis als Homologe zu den tierischen BAG (Bcl-2-associated athanogene)-Proteinen
gefunden (Doukhanina et al., 2006). Diese wirken als Chaperonregulatoren von Wachstums-
bis hin zu Apoptose-Prozessen. Die Hilfschaperone interagieren im tierischen System mit
dem Hsp70-Komplex. Sie zeigen keine strukturelle, aber eine funktionelle Konvergenz zu
GrpE und wirken als NEF (Hohfeld und Jentsch, 1997; Sondermann et al., 2001). Geringe

Expression von AtBAG4 in Tabakpflanzen vermittelt eine erhfhte Toleranz gegen
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verschiedene abiotische Stressfaktoren wie UV-Strahlung, Kalte, Oxidantien und hohen
Salzkonzentrationen, indem es den programmierten Zelltod verhindert (Doukhanina et al.,
2006).

Eine weitere wichtige Gruppe an Kofaktoren des Hsp70-Hsp40-Komplexes bilden die CHIP-
Proteine, die ebenfalls aus dem tierischen System bekannt sind. Der Name CHIP (carboxyl
terminus of Hsc70-interacting protein) bezieht sich auf die Entdeckung als Protein, das den
Carboxy-Terminus des Maus-Hsc70 bindet (Ballinger et al., 1999). Tierische CHIP-Proteine
spielen eine Rolle bei der Protein-Qualitatskontrolle in der Zelle. Sie verhindern, dass sich
missgefaltete Polypeptide ansammeln, indem letztere tGber Chaperone rickgefaltet oder Uber
das Proteasom-System abgebaut werden (Cyr et al.,, 2002). Das Arabidopsis-Homolog
AtCHIP, eine E3-Ubiquitin-Ligase, ist ein negativer Regulator der Chaperon-Aktivitdt des
Hsp70-Komplexes. Es wirkt als Degradationsfaktor im Protein-Metabolismus und AtCHIP
Uberexprimierende Pflanzen sind sensitiver gegentber Abszisinsaure-Behandlung (Yan et
al., 2003; Luo et al., 2006).

Weitere Ko-Chaperone vermitteln den Kontakt zu anderen Chaperonsystemen. Beispiele fir
solche Vermittler sind Proteine mit einer TPR (Tetratricopeptide repeat)- Domane wie zum
Beispiel Hop in Saugern und Stil in Hefe, die zum Transfer von Substraten vom Hsp70-
Hsp40- zum Hsp90-Komplex beitragen und teilweise dabei den ATPase-Zyklus modulieren.
Diese Chaperonkomplexe kooperieren bei der Faltung von Proteinen (Wegele et al., 2006).
Wegen der grol3en gemeinsamen Bedeutung wird auch von einem Multichaperonsystem
gesprochen (Young et al., 2003a). Cytosolische ,typische* Hsp70-Isoformen in Arabidopsis
interagieren stabil in vivo mit AtSGT1, das Charakteristika eines Hsp90-Ko-Chaperones
besitzt. Der Ausfall von SGT1 fihrt zu einer verminderten basalen Pathogenabwehr und

erhohter Hitzetoleranz (Noel et al., 2007).

1.1.3.3 ATPase-Zyklus des Hsp70-Hsp40-Komplexes

Der ATPase-Zyklus des Hsp70-Proteins (Abbildung 4) besteht aus einer wechselnden
Abfolge von ATP-gebundenem Zustand mit geringer Affinitat zum Substrat sowie raschen
Austauschraten von Substraten und dem ADP-gebundenen Zustand mit hoher Substrat-
Affinitat sowie niedrigen Austauschraten von Substraten (Girard et al., 2005; Mayer und
Bukau, 2005). Das Ko-Chaperon Hsp40 liefert das nicht native Polypeptid an den Hsp70-
Partner, der sich aufgrund des gebundenen ATPs im so genannten offenen Zustand befindet
(Abbildung 4/1). Die ATP-Hydrolyse wird hauptsachlich Gber die interagierende J-Domane

des Hsp40-Proteins und das Substrat stimuliert. Synergistisch wird so die Hydrolyserate auf
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das Uber 1000fache erhoht. Die folgende Konformationsanderung fuhrt zu einer Steigerung
der Substrataffinitat und dem so genannten geschlossenen Zustand des ADP-assozierten
Hsp70s (Abbildung 4/2). Das Polypeptid wird meist erst wieder entlassen, sobald der
Austausch von ADP zu ATP erfolgt ist (Abbildung 4/3->4). Dieser Schritt wird durch
Kofaktoren mit NEF-Aktivitat gefordert, welche besonders im prokaryotischen System
essentiell sind. Im Fall eines Proteins aus der Hsp110-Gruppe als NEF findet vermutlich
zusatzlich eine Interaktion zwischen Substratbindedoméne des Hspl10 und dem Substrat
statt (Summers et al., 2009). Es bildet sich ein Hsp70-Hsp110-Heterodimer, bei dem ATP
vom Hspl10-Partner auf das typische Hsp70-Protein tbertragen wird (Shaner und Morano,
2007). Das Substratprotein wird in einer ungefalteten Konformation entlassen (Mayer und
Bukau, 2005), die ihm erlaubt die korrekte Faltung anzunehmen, wozu meist mehrere Zyklen
notwendig sind.

Durch Beteiligung anderer Kofaktoren kann der ATP-Zyklus beeinflusst werden. Eine
Interaktion von Hsp70 mit dem Kofaktor CHIP fihrt beispielsweise zur Proteasom-

abhéangigen Degradation des Substrats.

nicht natives sp40 + CHIP
Polypept|d \ |- Degradation
+
1 2 i
|
Y « =

a\ C A P »
\ 4.
Hsp70 \ /

'
C@) nach mehreren Zyklen

natives Protein

Abbildung 4: Modell fir den ATPase-Zyklus des Hsp70-Hsp40-Komple xes maodifiziert nach
Summers et al. (2009)

Zur Faltung fehlgefalteter Proteine durch den Chaperonkomplex ist der Wechsel zwischen ATP-
Hydrolyse und -Austausch notwendig.

1) Das fehlgefaltete Protein wird tber den Hsp40-Partner an das ATP-gebundene Hsp70-Protein
geliefert. Die J-Domane des Hsp40 stimuliert die ATP-Hydrolyse.

2) Das ADP-gebundene Hsp70-Protein besitzt eine hohe Affinitat sowie niedrigen Austauschraten fir
die Substrate. Bei Beteiligung des Kofaktors CHIP kann auch eine Degradation des Proteins erfolgen.
3) Gefdrdert durch einen Nukleotidaustauschfaktor (NEF) erfolgt der Austausch des ADP gegen ATP.
4) Im ATP-gebundenen Zustand besitzt Hsp70 eine geringere Affinitdt sowie rasche Austauschraten
fur die Substrate.

Nach mehreren dieser Zyklen liegt das Protein in einer nativen Form vor.
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1.1.3.4 Funktionen und Bedeutung des Hsp70-Hsp40-Ko  mplexes

Der Hsp70-Hsp40-Komplex besitzt in Folge der zahlreichen Kofaktoren und Kooperationen

ein immenses Funktionsspektrum und vielfaltige Bedeutungen fir die Zelle.

Zellularer Stress, z.B. Hitze

Signaltransduktion,
Zellzyklusregulation,
Differenzierung und

programmierter Zelltod Zellhomoostase
A
/ Faltungsférderung \

a
Verhinderung von Aggregationen

Ruckfaltung von aggregierten
Proteinen

Kontrolle von Regulatorproteinen
(Rezeptoren und Transkriptionsfaktoren)

Assoziation und Dissoziation von Proteinkomplexen und Vesikeln

Faltung

ATPase Hsp?O

-Doman
Translokation von Proteinen durch Membranen 6.

I Hsp40 Substrat
Cytoskelettaufbau und -transport
|

Zell-Zell-Transport

Abbau von

Transport Degradation \ proteinen

Abbildung 5: Hauptfunktionen des Hsp70-Hsp40-Chaperonkomplexes f  (r die Zelle

Uber die von den Hauptfunktionen Faltung, Transport und Degradation von Proteinen ausgehenden
Teilfunktionen werden wichtige Bereiche in der Zelle beeinflusst. Besonders entscheidend ist die
Aufrechterhaltung der Zellhomdéostase, die durch das Einwirken von zellularem Stress gefahrdet wird.

Die drei Hauptfunktionen des Hsp70-Hsp40-Komplexes sind Faltung, Transport und
Degradation von Proteinen (Bukau, 1993; Mayer und Bukau, 2005). Uber diese beeinflusst
er verschiedene Vorgange in der Zelle, die in Abbildung 5 zusammengefasst werden. Dabei
kénnen die Aufgaben nicht immer klar getrennt werden, wie beispielsweise bei der
Translokation von Proteinen durch Membranen. Dort verhindern cytosolische Hsp70-
Proteine die Aggregation von Vorlauferproteinen und dienen durch Erhalt der
Transportkompetenz dem posttranslationalen Proteintransport, da die Proteine im
ungefalteten Zustand die Membranen Uber spezifische membran-interne Proteinkomplexe
durchqueren (Hartl, 1996; Young et al., 2003b).

Die beiden Funktionen Faltung und Degradation dienen der Aufrechterhaltung der
Homoostase, weshalb die Hauptaufgabe des Hsp70-Hsp40-Komplexes die Protein-
Qualitatskontrolle in der Zelle darstellt. Zum einen wird die Faltung nicht nativer Proteine

gefordert. Diese kann in drei verknlUpfte Tatigkeiten unterteilt werden: die Verhinderung von
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Aggregationen, die Faltungsférderung fur den nativen Zustand und die Aufldsung sowie die
Ruckfaltung von aggregierten Proteinen (Mayer und Bukau, 2005). Zum anderen vermittelt
der Komplex in Interaktion mit speziellen Kofaktoren und anderen Chaperonkomplexen
Proteine zur Degradation an das Ubiquitin-Proteasom-System (Esser et al., 2004; Park et al.,
2007). Das richtige Verhdltnis zwischen Faltung und Abbau missgefalteter Proteinen ist
hierbei entscheidend fir die Lebensfahigkeit der Zelle (McClellan et al., 2005), da sich sonst
missgefaltete Polypeptide bis zu toxischen Mengen ansammeln kénnen.

Besonders wichtig ist der Hsp70-Hsp40-Komplex in diesem Zusammenhang bei vermehrtem
Auftreten von denaturierten Proteinen wie infolge von Hitze und anderem zellularen Stress,
da er in der Lage ist durch Hitze bewirkte Proteinschaden zu reparieren (Schréder et al.,
1993). Deshalb vermitteln Untersuchungen zur Stresstoleranz oft Hinweise auf die
Chaperonfunktion. Uber homologe und heterologe Expression von Hsp70-Proteinen konnte
in verschiedensten Organismen deren Hitze- und Stresstoleranz erhdht werden (Leborgne-
Castel et al., 1999; Cho und Hong, 2006; Cho und Bae, 2007; Cazale et al., 2009). Zu den
Stressfaktoren zahlen unter anderem Hypoxie, Kalte, Trockenheit, UV-Strahlung, hohe
Salzkonzentrationen und hohe osmotische Werte, bei denen deutliche Anderungen in den
Transkriptraten von Chaperonen beobachtet wurden (Zhang und Guy, 2006; Swindell et al.,
2007; Mustroph et al., 2009).

Obwohl viel an der Bedeutung von Hsp70-Proteinen in Pflanzen geforscht wurde und die
meisten Grundprinzipien mit den Erkenntnissen aus anderen Organismen (bereinstimmen,
ist nur wenig lber spezifische Funktionen einzelner Isoformen in vivo bekannt. Zudem wurde
die Akkumulation von Proteinen bei ihrem Ausfall nicht direkt nachgewiesen. Dies trifft vor
allem fiir die verschiedenen cytosolischen Isoformen in Arabidopsis zu. Uber “Antisense’-
Konstrukte fir cytosolische Hsp70-Isoformen wurde ihre Rolle fir die Thermotoleranz in
Arabidopsis thaliana offenbart (Lee und Schoffl, 1996). Bestatigt wurde dies durch
Uberexpression des cytosolischen Hsp70-1, was eine erhohte Thermotoleranz zur Folge
hatte (Sung und Guy, 2003; Cazale et al., 2009). Dies gibt indirekt Hinweise auf eine
mogliche Rolle bei der Proteinfaltung. AuBerdem fiihrte diese Uberexpression auch zu einer
Beeintrachtigung der Resistenz gegeniber virulenten und avirulenten bakteriellen sowie Pilz-
Pathogenen (Noel et al.,, 2007). Aus diesen und weiteren Ergebnissen schlossen die
Autoren, dass cytosolische Hsp70-Isoformen, vermutlich Gber Kooperation mit Hsp90, in die
Immunantwort von Arabidopsis involviert sind. Jedoch konnte bei Pflanzen ohne
funktionelles Hsp70-1 kein vom Wildtyp abweichender Phéanotyp beobachtet werden (Noel et
al., 2007). Erst bei zusétzlicher Herabregulierung von Hsp70-4 durch RNA-Interferenz trat
ein auffalliger Phanotyp mit anormaler Embryogenese und einem erhohten Level an

reaktiven Sauerstoffspezies auf (Lee et al., 2009). Dies und das Fehlen von bestimmten
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polyubiquitinylierten Proteinformen lasst Lee und seine Kollegen eine Funktion von

AtHsp70-4 beim Proteinabbau vermuten.

1.1.3.5 Rolle des Hsp70-Hsp40-Komplexes bei der Vir  usinfektion

Faltung und Abbau von Proteinen durch den Hsp70-Hsp40-Komplex ist jedoch nicht nur far
die Zelle selbst von Bedeutung, sondern auch fur ,Nutznie3er* ihrer Funktionen, wie zum
Beispiel Viren. Der gesamte virale Reproduktionszyklus findet in der Wirtszelle statt und
bedarf vieler Wirtsfaktoren (Sullivan und Pipas, 2001; Ahlquist et al., 2003). Eine Beteiligung
der Wirts-Chaperone wurde bei nahezu allen Schritten festgestellt (siehe Abbildung 6). Der
Hsp70-Hsp40-Komplex ist beispielsweise beteiligt am Entpacken der Virushiille und des
Genoms, Replikation, viraler Genexpression, Morphogenese und Transformation sowie
Uberleben der Wirtszelle (Buck, 1999; Mayer, 2005; Serva und Nagy, 2006; lvanovic et al.,
2007; Pogany et al., 2008; Wang et al., 2009). Dabei gibt es auch Viren, die eigene Hsp70-
oder Hsp40-Homologe besitzen und teilweise tber diese mit den zellularen Komplexpartnern
interagieren. Die Chaperone scheinen dabei wichtig fir Faltung, Zusammenbau und Abbau

der Viruspartikel in Pflanzen zu sein (Alzhanova et al., 2001).

saugendes Insekt Plasmodesmata
| |
: ~ e
Entpacken WA Vil G Py s )
—_— irale Genexpression
® und Replikation ® 00 v
Viruspartikel \ Zusammenbau
CP .. \

Wit
<D - ot

\ Ausbreitung
| |

Pflanzenzelle

Abbildung 6: Schema der Vermehrung von cytosolisch replizierende n RNA-Viren in der
Pflanzenzelle

Viruspartikel gelangen zumeist Uber saugende Insekten in die Zellen, wo das Genom zuerst entpackt
werden muss. Die virale RNA wird dann zur viralen Genexpression und Replikation genutzt. Aus den
hergestellten Kapsidproteinen (CP) entstehen neue Viruspartikel in die die RNA verpackt wird. Eine
Ausbreitung der Viren erfolgt Giber Plasmodesmata. Die Beteiligung des Hsp70-Hsp40-Komplexes an
den verschiedenen Schritten wird durch rote Dreiecke angezeigt.

In Reaktion auf Infektion mit verschiedensten Pflanzenviren wurde eine Erhéhung der
Expression von Chaperonen beobachtet (Jindal und Malkovsky, 1994; Aranda et al., 1996;
Whitham et al., 2003). Dies konnte mehrere Ursachen haben. Zum einen kann sie ausgelost

werden durch die Aggregation ungefalteter Proteine, zum anderen durch eine
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Wechselwirkung mit der Stressantwort oder durch eine spezifische virusvermittelte Induktion
(Mayer, 2005). Aparicio et al. (2005) bestatigten fir verschiedene Pflanzenviren die
Anhaufung von Proteinen als Ursache fir die Erh6hung der Hsp70-Transkriptraten.
Unabhéangig davon, ob die Induktion der Chaperone spezifisch oder unspezifisch erfolgt, ist
sie vorteilhaft fir den Virus, da Hsp70-Proteine neben ihrer Faltungsfunktion dank ihres
Einflusses auf den Zellzyklus den Zelltod verhindern oder verzégern kénnen, wodurch umso

mehr Viren produziert werden kénnen.

Neben ihrer Bedeutung fur die Vermehrung der Viren in einer Zelle kédnnten Chaperone
entscheidend als , Transportmittel fir die Virenausbreitung innerhalb der gesamten Pflanzen
sein (Sullivan und Pipas, 2001; Maule et al., 2002), da in Pflanzen die Ausbreitung von Viren
von der Passage durch Plasmodesmata (kontrollierte Zell-Zell-Kontakte) abhangt. Fur ein
Hsp70-Protein aus Cucurbita maxima wurde nachgewiesen, dass es ein Motiv tragt, das den
Transport durch Plasmodesmata fordert (Aoki et al., 2002). Closteroviren kodieren sogar fur
ein virales Hsp70-Homolog, das als Transportprotein wirkt und an Plasmodesmata bindet
(Medina et al., 1999; Peremyslov et al., 1999).

Neben ihrer Verwendung zum Studium der Plasmodesmata und der Suche nach resistenten
Pflanzen kénnen Viren somit auch fir die Erforschung der Chaperonfunktion genutzt werden,

da uber die Virusinfektion eine massive Protein-Akkumulation in den Zellen verursacht wird.

Dazu wurden in der vorliegenden Arbeit Potyviren verwendet. Potyviren sind wie die meisten
Pflanzenviren Einzelstang-RNA-Viren und fir wirtschaftlich bedeutende Ernteausfalle
weltweit verantwortlich. Sie werden hauptsachlich Uber Blattlause und andere saugende
Insekten Ubertragen. Ihr Genom besitzt etwa 10 kb linearer, einzelstrangiger RNA (Urcuqui-
Inchima et al., 2001), welches im Cytosol repliziert und in ein Polypeptid Ubersetzt wird, das
dann in die verschiedenen Proteine aufgespaltet wird (siehe Schema im Anhang). Eines
davon ist das Kapsidprotein (CP), welches als Hullprotein aus etwa 2000 Monomeren die
stabchenférmigen Viruspartikel bildet. Es besitzt aulRerdem eine Transportfunktion, die in der
englisch-sprachigen Literatur als ,Movement“-Funktion beschrieben wird, da sie eine
wichtige Rolle bei der Ausbreitung des Virus in der Pflanze spielt (Lucas, 2006). Ein
typischer Vertreter der Potyviren ist das Kartoffelvirus Y (PVY, potato virus Y). Zum
Wirtsspektrum von PVY zdhlen Solanaceae wie beispielsweise Tabak und Kartoffel. Das
Ribenmosaikvirus (TuMV, turnip mosaic virus) besitzt einen @hnlichen genomischen Aufbau,
aber infiziert Wirte in der Familie der Brassicaceae wie zum Beispiel Arabidopsis thaliana.
Diese und weitere Potyviren sowie einige andere o©konomisch einflussreiche und gut
untersuchte Pflanzenviren sind im Anhang in einer Tabelle zusammengefasst. Einige davon

besitzen im Gegensatz zu den Potyviren neben den Kapsidproteinen eigene
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Transportproteine zur Ausbreitung innerhalb der Pflanze (Deom et al., 1987; Tacke et al.,
1991; Dolja et al., 1994; Soellick et al., 2000).

ATPase Hsp?O

NtCPIP1

Virusverbreitung und -vermehrung

Abbildung 7: Erklarungsmodell fur die erhéhte Virustoleranz bei Expression von J-Doméanen-
deletierten Hsp40-Proteinen

Aufgrund der fehlenden J-Doméne des Hsp40-Proteins kann das Viruskapsidprotein (CP) nicht an den
Hsp70-Partner Ubergeben werden, was die Virusverbreitung und —vermehrung vermindert und zu
einer erhéhten Toleranz gegeniiber dem Virus flhrt.

Mit Hilfe dieser viralen Transportproteine wurden in Hefe-2-Hybrid-Analysen verschiedene
Hsp40-Proteine als Interaktoren identifiziert und Uber andere in vitro-Bindungsstudien
bestétigt (Soellick et al., 2000; Hofius et al., 2007; Shimizu et al., 2009). Das Kapsidprotein
von PVY interagierte mit den Tabak-Hsp40-Proteinen NtCPIP1 und NtCPIP2a/b (capsid
protein interacting protein). Die Bedeutung dieser Wechselwirkung wurde dadurch in vivo
bestatigt, dass Tabakpflanzen, in welchen diese Proteine ohne J-Domane uberexprimiert
wurden, eine stark erh6hte Toleranz gegentber PVY aufwiesen (Hofius et al., 2007). Dies ist
vermutlich darauf zurickzufihren, dass der Hsp70-Partner aufgrund der fehlenden
Interaktionsdoméne des Hsp40-Proteins nicht rekrutiert werden kann (siehe Abbildung 7).
Die Bedeutung des Chaperonkomplexes fir eine produktive Potyvirusinfektion liegt
vermutlich neben der Beteiligung an Replikation sowie assoziierter Translation zu einem
groRem Teil an der Ubiquitinylierung und in deren Folge Degradation der Kapsidproteine
(Hafren et al., 2010). Zu viele Kapsidproteine behindern offensichtlich die Genexpression der
Potyviren, wie durch zusatzliche Expression von exogenem Kapsidprotein gezeigt wurde.
Aulerdem konnte die Stérung der Virusvermehrung durch exogene Kapsidproteine Uber
Koexpression von NtCPIP aufgehoben werden, da Interaktion mit dem Hsp40 vermutlich das
Kapsidprotein daran hindert die virale RNA zu binden. Die Rekrutierung von Hsp70 fuhrte zu
einer Verminderung der Menge an Kapsidprotein und einer Erhéhung des Anteils an

ubiquitinyliertem Kapsidprotein (Hafren et al., 2010).
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1.2 Zielsetzungen dieser Arbeit

Ausgehend von der Interaktion der Tabak-Hsp40-Proteine NtCPIP1 und NtCPIP2a mit
Potyvirus-Kapsidproteinen und ihrer wichtigen Rolle bei der Virusinfektion wurde mit der

Analyse der Potyvirus-Hsp40-Interaktion begonnen:

Zunachst sollte die Lokalisation von Hsp40- und Viruskapsid-Proteinen tber GFP-
Fusionen festgestellt werden.

Des weiteren wurde uberprift, ob die Erhdhung der Virustoleranz Uber die Expression
der J-Doménen deletierten Hsp40-Proteinen von Tabak auf andere Systeme Ubertragen
und die Ackerschmalwand Arabidopsis thaliana als Modellsystem verwendet werden
kann.

An dieser Modellpflanze wurden die weiteren physiologischen Rollen homologer
AtHsp40-Proteine Gber Analysen von Insertionsmutanten untersucht.

Es wurde getestet, ob AtCHIP, ein Kofaktor des Hsp70-Hsp40-Chaperonkomplexes, die

Virustoleranz der Pflanzen beeinflusst.

Fur die weitere Erforschung des cytosolischen Hsp70-Hsp40-Chaperonsystems in
Arabidopsis thaliana wurden die cytosolischen Vertreter der Hsp70-Familie untersucht, um

spezifische Funktionen derselben zu identifizieren:

Uber in silico-Analysen zur Phylogenie und zu Expressionsmustern wurden die
Kandidaten in Gruppen eingeteilt.

Ihre intrazelluldaren Lokalisationen wurde tberprift und diese insbesondere bei Hitze- und
Virusbehandlung beobachtet.

Zur Aufklarung ihrer Funktionen in planta wurden Methoden der reversen Genetik
eingesetzt, wobei die Folgen der Uberexpression und des Ausfalls dieser Hsp70-
Mitglieder analysiert wurden. Zur Untersuchung des Ausfalls wurden T-DNA-
Insertionslinien der cytosolischen Hsp70-Isoformen charakterisiert und transgene
Pflanzenlinien hergestellt, bei denen entweder eine Herabregulierung dieser Isoformen
Uber RNA induziertes ,gene silencing” erfolgen oder bei denen die Hsp70-Proteine durch
die Uberexpression einer ATPase-defizienten Form verdrangt werden sollten.

Diese Pflanzen wurden molekular und phanotypisch charakterisiert und insbesondere
Virusinfektionen unterzogen, um ihre Virustoleranz und den Effekt der tGber den Virus

erzeugten Protein-Akkumulationen zu testen.
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2 Ergebnisse

2.1 Untersuchungen zur Potyvirus-Hsp40-Interaktion

Bei der systematischen Untersuchung von Bindungspartnern des Kapsidproteins (CP) des
Kartoffelvirus 'Y (PVY) Uber eine Hefe-2-Hybrid-Analyse wurden die sehr &hnlichen
Tabakproteine CPIP1 und CPIP2a/b identifiziert (Hofius et al., 2007). Diese besitzen eine N-
terminale J-Domane, welche typisch flr Hsp40-Proteine ist. Werden NtCPIP1 und NtCPIP2a
ohne diese Doméne in Tabakpflanzen tGberexprimiert, zeigen die Pflanzen eine stark erhdhte
Virustoleranz gegeniiber Potyviren. Die entscheidende Rolle dieser Proteine liegt vermutlich
in der Rekrutierung von Hsp70-Proteinen zur Virusverbreitung und Virusreplikation, da die
Zell-zu-Zell-Ausbreitung und die Ubiquitinylierung der Kapsidproteine beeintrachtigt
erscheinen (Hofius et al., 2007; Hafren et al., 2010).

Die grofite Homologie zu NtCPIP1 (Abbildung 8) zeigen in der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana, fur die mittlerweile 116 J-Domanen-Proteine vorhergesagt wurden (Rajan und
D'Silva, 2009), Mitglieder der 5. Gruppe der J-Doménen-Proteine nach Miernyk (2001). Fur
eines dieser Proteine, AtDjB23 (At1lg10350), konnte uber Hefe-2-Hybrid- und weitere
Analysen im Gegensatz zu AtDjB22 (At2g20560) eine Interaktion mit PVY gezeigt werden
(Annette Maier, unverdéffentlicht).

AtDjB12
AtDjB9 —
AtDjB14 <« Interaktion mit
AtDjB22 «—|_ TSWV-NSm
AtDjC33

L ﬁigiggg Interaktion
NtCPIP1 <+— mit
NtCPIP2a «—| PVY-CP

Abbildung 8: Cladogramm von NtCPIP-homologen Hsp40-Proteinen

Die Proteinsequenzen der putativ cytosolischen Arabidopsis J-Doméanen-Proteine der 5. Gruppe nach
Miernyk (2001) und NtCPIPs wurden Uber ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) von Chenna
et al. (2003) einer multiplen Sequenzanalyse unterzogen und in einem Cladogramm dargestellt. Die
bekannten Interaktionen wurden eingetragen. (Eine Tabelle mit den Locusbhezeichnungen
beziehungsweise Zugangsnummern befindet sich im Anhang.)

In die gleiche Gruppe fallt auch AtA39, von Miernyk als AtDjB14 bezeichnet, das mit dem
Transport-Protein NSm des Tomatenbronzefleckenvirus TSWYV interagiert (Soellick et al.,
2000).
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Jedoch wurden auch schon in anderen Gruppen Interaktionspartner fur Viren gefunden, wie
beispielsweise das Tabakprotein MPIP, das mit dem Transport-Protein des
Tabakmosaikvirus interagiert (Shimizu et al., 2009) und die groRte Ahnlichkeit mit J-
Doméanen-Proteinen aus der 1. Gruppe nach Miernyk (2001) besitzt.

Zur Aufklarung der Bedeutung der Hsp40-Proteine fir die Interaktion mit Potyviren wurden
verschiedene Untersuchungen durchgefihrt.

2.1.1 Intrazellulare Lokalisation von Hsp40- und Po  tyvirus-

Kapsid-GFP-Fusionsproteinen

Um die intrazellulare Lokalisation der Hsp40-Proteine und der Potyvirus-Kapsidproteine
aufzuklaren, wurden Konstrukte zur Expression von Fusionen mit dem grin fluoreszierenden
Protein (GFP) hergestellt.

EcoRlI BamH]I Sall Hindll

His;Tag nptll

1028 bp

NtCPIP1
921 bp
Hindlll
700 bE 218l
918 bp
Hindlll
156 891 bp
AtD[{B23
1047 bp
Hindlll
66| 90 855 bp
AtD|B22
1011 bp

Abbildung 9: Schema der T-DNA der Hsp40-GFP-Fusionskonstrukte

Vom Ursprungsvektor pBinGFP wird der T-DNA-Bereich zwischen linker und rechter Grenze (LB und
RB) gezeigt. Das Fusionsprotein aus Hsp40-Protein, GFP und einem 6xHis-Affinitdts-Tag steht unter
Kontrolle des 35S Promotors von CaMV und wird durch den nos-Terminator beendet. Die
Kanamycinresistenz in planta wird Uber nptll vermittelt. Die Gro3e der Fragmente zwischen den
Schnittstellen ist in Basenpaaren angegeben.

Zuvor waren die Sequenzen fur die Hsp40-Isoformen NtCPIP1, NtCPIP2a, AtDjB22 und
AtDjB23 ohne Stoppkodon Uber Primer mit angefligten Restriktionsschnittstellen fir BamHI

und Sall Uber PCR amplifiziert worden. Aus den bestehenden Konstrukten (Tabelle 11 in
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Material und Methoden) wurden die Hsp40-Fragmente tber BamHI und Sall ausgeschnitten
und in den ebenso verdauten Vektor pBinGFP (Giese, 2005) ligiert, um die Plasmide pBin-
NtCPIP1-GFP, pBin-NtCPIP2a-GFP, pBin-AtDjB22-GFP und pBin-AtDjB23-GFP zu erhalten
(Abbildung 9).

Da eine Resequenzierung der Ursprungsplasmide zeigte, dass sich die klonierte Sequenz
von NtCPIP1 in 23 Basenpaaraustauschen von der verdffentlichten Sequenz mit der

Zugangsnummer AY319648 unterschied, wird diese Sequenz im Anhang angegeben.

Zur Herstellung von Viruskapsidproteinen von PVY und TuMV in Fusion mit GFP am N-
Terminus wurden ihre kodierenden Sequenzen Uber PCR mit 3'-Primern inklusive
Stoppkodon und 5-Primern mit CACC-Uberhang amplifizert, wobei als Matrize bestehende,
die kodierende Sequenz enthaltende Konstrukte verwendet wurden (

Tabelle 12 in Material und Methoden). Der 5-Uberhang ermdglichte die gerichtete
Integration in den verwendeten Vektor pENTR/D-TOPO Uber eine Topoisomerase-Reaktion.
Die so erhaltenen Eingangsvektoren pENTR-PVYCP+st und pENTR-TuMVCP+st wurden mit
pK7WGF2 (Karimi et al., 2002) in einer LR-Clonase-Reaktion eingesetzt. Die erhaltenen
Plasmide wurden pK7WGF2-PVYCP und pK7WGF2-TuMVCP genannt (Abbildung 10).

Hindlll attB1 attB2 BamHl

A 355

1838 bp

EcoRI
488 bp 379 bp

TuMV-CP
867 bp
PVY-CP
801 bp
Abbildung 10: Schema der T-DNA der GFP-Kapsidprotein-Fusionskonst  rukte
Vom Ursprungsvektor pK7WGF2 ist der T-DNA-Bereich zwischen linker und rechter Grenze (LB und
RB) gezeigt. Das Fusionsprotein aus GFP und dem Viruskapsidprotein (CP) steht unter Kontrolle des
35S Promotors von CaMV. AufRderdem ist eine Kanamycinresistenz-Kassette (Kan) zur Selektion in
planta vorhanden. AttB1 und attB2 sind 25 Basenpaar lange Rekombinationssequenzen, die nach der

LR-Reaktion zwischen den Eingangsplasmiden und dem Zielvektor pK7WGF2 (Vektorkarte im
Anhang) entstehen (siehe auch 2.2.2).

Alle Endkonstrukte wurden zur Agrobakterien-vermittelten transienten Transformation von
Nicotiana-Blattern eingesetzt. Zwei bis drei Tage nach der Infiltration wurde eine Analyse der

GFP-Fluoreszenz am Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (KLSM) durchgefihrt.
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2.1.1.1 KLSM-Analyse von Potyvirus-Kapsid-GFP-
Fusionsproteinen

Die Analyse der transienten Expression der GFP-Viruskapsid-Fusionsproteine in
N. benthamiana am KLSM zeigte eine deutliche GFP-Fluoreszenz in Cytoplasma und Kern
(Abbildung 11). Die Untersuchung der Proteine Uber Westernblot-Analysen bestatigte, dass
die Fluoreszenz von Fusionsproteinen mit erwarteter GroRe (etwa 60 kDa) und nicht etwa
nur freiem GFP (knapp 30 kDa) stammte.

GFP- PVY TuMV

GFP-PVY/CP* GEP-TUMV-CP op cp
™ =i
[ N =75 m
Py a7 ellkern - 50
' Cytoplasma- T 37 -
faden o 25 =
kDa

Abbildung 11: Transiente Expression von GFP-Fusionen der Kapsidpr  oteine von PVY und TuMV
3 Tage nach Infiltration der Konstrukte in N. benthamiana wurde die transiente Expression in
Epidermiszellen untersucht.

links: KLSM-Analyse der grin dargestellten GFP-Fluoreszenz (rote Zellwandfarbung durch
Propidiumjodid, Maf3stab = 10um)
rechts: Zugehdrige Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikdrpern

Das GFP-PVY-CP-Fusionskonstrukt wurde aufRerdem in Nicotiana tabacum infiltriert, wo
sowohl in den Wildtyp-Tabakpflanzen SNN als auch in den transgenen Pflanzen (Hofius et
al., 2007), die J-Doméanen deletierte NtCPIP1 - und NtCPIP2a -Proteine exprimierten, eine
Lokalisation in Cytoplasma und Kern stattfand (Abbildung 12).

SNN WT ~ NtCPIP1 NtCPIP2a

Zellkern Zellwand  SchlieRzelle  Cytoplasmafaden

Abbildung 12: Transiente Expression des GFP-PVY-CP-Fusionsprotein s in verschiedenen
Tabaklinien

KLSM-Aufnahmen von Epidermiszellen 3 Tage nach Infiltration von GFP-PVY-CP-Fusionskonstrukten
in den Tabak-Wildtyp SNN und in die beiden Linien NtCPIP1D und NtCPIP2aD, in denen J-Domanen

deletierte Hsp40-Proteine Uberexprimiert werden (rote Zellwandfarbung durch Propidiumjodid,
Malstab = 10um)
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2.1.1.2 KLSM-Analyse von Hsp40-GFP-Fusionsproteinen

Fur die untersuchten Proteine NtCPIP1, NtCPIP2a, AtDjB22 und AtDjB23 konnte bei
transienter Expression in N. benthamiana ohne Verwendung von ,Silencing“-Suppressoren
eine cytosolisch-nukledre Lokalisation der GFP-Fusionsproteine am KLSM beobachtet
werden. Zudem wurden die Fusionsproteine erwarteter Gré3e (etwa 70 kDa) in Westernblot-

Analysen nachgewiesen (Abbildung 13).

NtCPIP1-GFP NtCPIP2a-GFP

AtDjB23-GFP
AtDjB22-GFP
NtCPIP1-GFP
NtCPIP2a-GFP

WT

AtDjB23-GFP ‘AtD|B22-GFP

kDa

Zellkern Cytoplasmafaden

Abbildung 13: Transiente Expression von Hsp40-GFP-Fusionsproteine  n

2 Tage nach Infiltrieren der Konstrukte pBin-NtCPIP1-GFP, pBin-NtCPIP2a-GFP, pBin-AtDjB23-GFP
und pBin-AtDjB22-GFP in N. benthamiana wurde die transiente Expression in Epidermiszellen
untersucht.

links: KLSM-Analyse der GFP-Fluoreszenz (grun; rote Zellwandfarbung durch Propidiumjodid;
Malstab = 10um)

rechts: Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikoérpern

Bei starker Uberexpression treten teilweise zuséitzliche fluoreszierende Aggregate
beziehungsweise ER-artige Strukturen auf, die wahrscheinlich auf die Methode der
transienten Expression dber Infiltration von Agrobakteriensuspensionen und den
hervorgerufenen zelluldaren Stress sowie Ubermaliig starke Expression (Lenassi Zupan et al.,
2004) zurickzufiihren sind. Ahnliches trat bei GFP-Fusionen der cytosolischen Hsp70-
Proteine auf, wie im Kapitel 2.2.3 noch n&her ausgefuihrt wird. Ohne besondere

Stressbehandlung traten diese besonderen Lokalisationen nur bei transienter Expression
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und nicht bei stabiler Expression in Tabak auf. Die stabile Transformation fihrt generell zu

zuverlassigeren Ergebnissen (Hanson und Kohler, 2001).

Da fur das Hsp40-Protein AtDjB23 eine Interaktion mit PVY-CP gezeigt worden war (Annette
Maier, unveroffentlicht), wurde untersucht, ob sich die cytosolisch-nukleare Lokalisation von
transient exprimiertem AtDjB23-GFP nach Hitzebehandlung und/oder Verwendung von PVY-
infizierten Pflanzen &ndert. Bei der nicht infizierten Kontrolle wurde nur eine schwache
cytosolische Expression beobachtet. Im Gegensatz dazu trat bei virusinfizierten Pflanzen

eine filamentbse Lokalisation der Fusionsproteine in der Zelle auf, bei der es sich

madglicherweise um Cytoskelettelemente handeln kénnte (Abbildung 14 links).

RT 43°C 2h

Zellwand mit
anliegendem Cytosol

granulare
| Aggregationen
-
<
_<
AtDjB23-GFP
-PVY +PVY
RT 43°C RT 43°C
kDa
=170
=130
+
-
<
_<
=43
=34
= 26

Cytoskelettartige Strukturen  granulare Aggregationen

Abbildung 14: Transiente Expression von AtDjB23-GFP mit beziehung  sweise ohne Virus- und
Hitzebehandlung

Blatter von unbehandelte (-PVY) beziehungsweise PVY-infizierte (+PVY) N. benthamiana-Pflanzen, in
die 2 Tage zuvor ein AtDjB23-GFP-Expressionskonstrukt infiltriert worden war, wurden fur 2 Stunden
bei 43T oder bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.

links: KLSM-Aufnahmen der Blattepidermis (Maf3stab = 10um)

rechts: Zugehdrige Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikdrpern

Diese wird nach Hitzebehandlung durch das auch bei nicht infizierten Pflanzen vorhandene
Auftreten von Aggregationen (méglicherweise so genannte Stress-Granulae) tberlagert. Wie
anhand der Fluoreszenz und einer Westernblot-Analyse erkennbar war (Abbildung 14
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rechts), zeigten die virusinfizierten Proben eine deutlich verstarkte Expression, was mit den

viruseigenen ,Silencing®“-Suppressoren begriindet werden konnte.

Wegen dieser starken Unterschiede im Expressionslevel in nicht infizierten und mit PVY
infizierten Pflanzen wurde das Experiment unter Koinfiltration des ,Silencing“-Suppressors
p19 wiederholt (Voinnet et al., 2003). Bei einer nun &hnlich starken Expression des AtDjB23-
GFP-Fusionsproteins in infizierten und nicht infizierten Pflanzen, lie sich in beiden Anséatzen
eine filamentdése GFP-Fluoreszenz feststellen (Abbildung 15). Daraus lasst sich folgern, dass
die Cytoskelett-dhnliche Lokalisation Folge von starker Uberexpression war und nicht

induziert durch die Virusbehandlung erfolgte.

Cytosol an der

Cytoskelettartige Strukturen
Zellwand

Abbildung 15: Transiente Expression von AtDjB23-GFP-Expression mi t einem ,Silencing“-
Suppressor

3 Tage nach Infiltration von pBin-AtDjB23-GFP unter Koexpression des ,Silencing“-Suppressors p19
in unbehandelte (-PVY) beziehungsweise PVY-infizierte N. benthamiana-Blatter wurde die GFP-
Fluoreszenz der Blattepidermis am KLSM analysiert (Maf3stab = 10 pm).

Es konnte die cytosolische und nukleare Lokalisation der Hsp40-GFP-Fusionsproteine und
der GFP-Viruskapsid-Fusionsproteine gezeigt werden. Diese Ko-Lokalisation ist eine
Vorausetzung fir eine Interaktion dieser Proteine in vivo. Beobachtete, abweichende
Lokalisationen waren nicht spezifisch fur Virusbehandlungen, sondern traten bei zu starker
Expression auf. Daher konnten daraus keine weiteren Informationen tUber die Virusinfektion
gewonnen werden, obwohl die beobachtete Lokalisation von AtDjB23 fur den Virus von
Bedeutung sein kénnte.

Deshalb wurden im Folgenden Infektionsexperimente an transgenen Pflanzen durchgefinhrt,
um die Auswirkungen der Expression von Hsp40-Proteinen auf die Virustoleranz zu

untersuchen.
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2.1.2 Infektionsexperimente an transgenen Pflanzen

Nachdem die Uberexpression von J-Doméanen defizienten NtCPIP-Isoformen, so genannten
dominant negativen Mutanten, in Tabak zu einer stark erhdhten Virustoleranz gegentber
Potyviren gefiihrt hatte (Hofius et al., 2007; Hafren et al., 2010), sollte die Ubertragbarkeit auf
andere Systeme Uberprift werden. Dazu wurden Infektionsexperimente mit transgenen

Kartoffel und Arabidopsis thaliana-Pflanzen durchgefiihrt.

2.1.2.1 Infektion von dominant negative Hsp40-Forme n

exprimierenden Kartoffelpflanzen

Fur die Herstellung transgener Kartoffelpflanzen wurde die Varietat Linda verwendet, da
diese gegenuber vielen Viren suszeptibel ist. Die stabile Transformation erfolgte in
Gewebekultur vermittelt Uber Agrobacterium tumefaciens, welches die Plasmide pBin -
NtCPIP1 65N und pBin -NtCPIP2a 66N zur Expression der verkirzten NtCPIP-Formen
enthielt, die auch schon zur Herstellung transgener Tabakpflanzen verwendet worden waren
(Hofius et al., 2007). Hierbei wurde die Sequenz der J-Domanen deletierten NtCPIP1/2a-
Formen vom starken konstitutiven CaMV 35S-Promotor reguliert und zur Verbesserung der
Translationseffizienz, die 5'-untranslatierte Verstarkungssequenz  des Tabakmosaikvirus
TMV U1l (Gallie et al., 1987) vor den Fragmenten eingefugt (Abbildung 16).

EcoRI Asp718 BamHI Sall HindlIll

NtCPIP1 65N

NtCPIP2a 66N
720 bp

Abbildung 16: Schema der T-DNA der transgenen NtCPIP1  +2a -Kartoffelpflanzen

Zwischen linker (LB) und rechter Grenze (RB) der T-DNA auf dem pBIinAR-Rickrat liegen die J-
Domaénen deletierten NtCPIP-Sequenzen (NtCPIPDN) mit einer vorgeschalteten
Translationsverstarkungssequenz W reguliert Gber den 35S Promotor von CaMV und terminiert vom
ocs-Terminator und das Kanamycin-Resistenzgen (nptll).

Die transformierten Pflanzen wurden in Gewebekultur angezogen und vermehrt. Die

Expression der verkirzten NtCPIP-Formen wurde Uber Westernblot-Analyse mit einem
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speziellen polyklonalen Antikorper gegen NtCPIP2a, der auch NtCPIP1 erkennt, bestatigt.
Aus 23 Primartransformanden wurden die starksten Linien (2, 5, 13) ausgewahlt, wobei
Linien 2 und 5 eine &hnliche und 13 eine etwas geringere Expressionsstarke zeigten
(Abbildung 17 links). Die transgenen Linien wurden parallel zu Wildtyp-Pflanzen mit Erde als
Substrat im Gewachshaus angezogen. Ihr Wachstum war vergleichbar mit dem Wildtyp
(Abbildung 17 rechts).

Linda-Kartoffeln Tabak
z Z
8 O
NtCPIP o U
WT 1+2a  ,p T3 SNN
a L Q +
T n SN WT NtCPIP1 +2a

..n..’.3_7

> N,

&
s

NtCPIP1 +2a

Abbildung 17: Charakterisierung von transgenen NtCPIP1 +2a -Kartoffelpflanzen

links: Westernblot-Analyse von NtCPIP-Deletionsformen exprimierenden Kartoffel- und Tabakpflanzen
mit Anti-NtCPIP2a-Antikérpern

rechts: Foto der entsprechenden Kartoffellinien im Gewachshaus

Diese Linien wurden Virusinfektionsexperimente mit drei verschiedenen PVY-Isolaten (PVY"-
Wilga, PVYN™-Gr 99, NA-PVYN™-Nicola) unterzogen (Schubert et al., 2007). Diese wurden
um Dr. J6rg Schubert in der Bundesanstalt flr Zichtungsforschung an Kulturpflanzen am

Institut fur Resistenzforschung und Pathogendiagnostik durchgeftihrt.
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Abbildung 18: PVY-Virustiter-Bestimmung der infizierten Kartoffe Ipflanzen
Transgene Kartoffeln NtCPIP1D+2aD Linien 2, 5, 13 und Wildtyp Linda (K) wurden mit verschiedenen
PVY-Virusisolaten infiziert. Die Mittelwerte des Uber ELISA bestimmten Virustiters wurden in Prozent

bezogen auf den Wildtyp angegeben (n=5 mit Standardfehlerbalken, * signifikant im T-Test mit
p<0,05).

NTN
Y -

Die transgenen Kartoffeln besitzen fur alle Virusisolate auf3er fur die Infektion mit PV

Gr 99 bei Linie 13 eine signifikante Erniedrigung des Virustiters im Vergleich zum Wildtyp.
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Der Virustiter wurde Uber einen enzymgekoppelten Immunadsorptions-Test (ELISA)
bestimmt (Abbildung 18) und liegt insgesamt bei PVY"N™-Gr 99 in allen transgenen Linien
hoher als fir die beiden anderen Isolate PVY"Wilga und NA-PVY"™-Nicola. Trotz dieser
offensichtlichen Dosiseffekte, konnte die erhdhte Toleranz gegeniber PVY durch
Uberexpression von J-Domanen-deletierten NtCPIP-Isoformen von Tabak auf Kartoffel

Ubertragen werden.

2.1.2.2 Infektion von dominant negative Hsp40-Forme n

exprimierenden Arabidopsis -Pflanzen

EcoRl Asp718 BamHlI Sall

AtDjB23 N|

ocs-
Terminator

541 bp 846 bp

Abbildung 19: Schema der T-DNA der transgenen Arabidopsis-Pflanze n

Zwischen linker (LB) und rechter Grenze (RB) der T-DNA auf dem pBinAR-Rickrat liegt die J-
Domanen-deletierte  Sequenz  von  AtDjB23  (AtDjB23DN) mit einer vorgeschalteten
Translationsverstarkungssequenz Wund der angehangten 3myc-Sequenz. Sie wird reguliert tiber den
35S Promotor von CaMV und terminiert vom ocs-Terminator. Nptll vermittelt eine Resistenz
gegeniber Kanamycin.

Um zu Uberprifen, ob die Expression dominant negativer Hsp40-Formen auch in der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana zu einer erhdhten Potyvirus-Toleranz fihrt, wurden
Infektionsexperimente mit dem Potyvirus TuMV, dessen Wirtsspektrum Arabidopsis und
andere Kreuzblitler umfasst, durchgefuhrt. Analog zu den NtCPIP-Konstrukten wurde das
arteigene Homolog AtDjB23 in einer um 67 Aminoséauren verkirzten Form kloniert. Mit den
Primern AM1 und AM2 wurde die verkirzte cDNA amplifiziert und Uber die angefiigten
Schnittstellen BamHI und Sall das 846 bp lange Fragment in den ebenso verdauten Vektor
pBin-W-3cmyc kloniert (Abbildung 19). Die vorangesetzte Translationsverstarkungssequenz
Wdient dazu in Pflanzen eine starke Expression des verkirzten AtDjB23-Fusionsproteins mit
C-terminalem 3cmyc zu erhalten. Dieses Konstrukt mit der Bezeichnung
pBin At1g10350 67N-3cmyc wurde Uber Agrobakterien zur Transformation von Pflanzen
des Okotyps Col-0 eingesetzt (Annette Maier, unveroffentlicht).

Nach Selektion auf MS-Platten mit Kanamycin wurden tber Westernblot-Analysen gegen
das 3cmyc-Epitop die Linien ausgewdahlt, die die starkste Expression zeigten. Die
Nachkommen einer dieser Linien, pBin At1g10350 67N-3cmyc 6.5, zeigten alle relativ

ahnliche Expressionsstarken (beispielhaft Abbildung 20).
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Col-0 DjB23 67N-
WT 3cmyc

A.th. AtDjB23 67N-3cmyc Linie 6.5.
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Abbildung 20: Virusinfektion von AtDjB23  67N-3cmyc-Arabidopsis -Pflanzen

Nachkommen der Pflanze AtDjB23 67N-3cmyc Linie 6.5 und Wildtyp-Pflanzen wurden im Alter von
etwa 4 Wochen mit TuMV inokuliert

links: Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikdrpern. AtDjB23 67N-3cmyc wurde mit einem Pfeil
markiert. Bei der kleineren Bande (*) handelt es sich vermutlich um ein Degradationsprodukt.

rechts: Phanotyp von Wildtyp Col-0 und transgenen Pflanzen 3 Wochen nach dem Inokulieren mit
TuMV (+TuMV) beziehungsweise Puffer (-TuMV).

44 dieser Pflanzen wurden im Alter von etwa vier Wochen mit TuMV inokuliert. Nach drei
Wochen wurden sehr deutliche Virussymptome bei allen 22 Wildtyp-Kontrollpflanzen
beobachtet. Die Symptome in Folge der Virusinfektion sind gekerbte, eingerollte junge
Blatter und Chlorosen. Bei der dominant negativen Linie AtDjB23 67N-3cmyc traten
schwéchere, teilweise kaum erkennbare Virussymptome auf. Auf3erdem schwankten die
PflanzengréBen von kleiner bis &hnlich gro3 wie der Wildtyp. Bei anschlieBender
Bestimmung des TuMV-Titers tber ELISA betrug der Mittelwert fur die dominant negative
Mutante nur 32% des Wildtyps (siehe Abbildung 23). Somit zeigten die transgenen Pflanzen
einen stark signifikant erniedrigten Virustiter im Vergleich zum Wildtyp. Es konnte keine
Korrelation zwischen Pflanzengrof3e und Virustiter festgestellt werden. Jedoch korreliert der
gemessene Virustiter mit der beobachteten Starke der Virussymptome. Nach weiteren
Wochen der Beobachtung von Pflanzen mit sehr schwachen Virussymptomen zeigten auch
diese deutlich erkennbare Virussymptome, was bedeutet, dass es sich um eine Verzégerung
der Virusakkumulation bei den AtDjB23 67N-3cmyc-Pflanzen und nicht um eine absolute

Resistenz handelte.

Somit fiihrte wie in Tabak auch in Kartoffel und Arabidopsis die Uberexpression von J-
Doméanen-deletierten Hsp40-Formen zu einer erhdhten Potyvirusresistenz. Da die
Modellpflanze Arabidopsis thaliana also vergleichbar erscheint zu Tabak, dem Vorreiter in
dieser Virus-Chaperone-Untersuchung, wurden die weiteren Untersuchungen aufgrund der
Vorteile der Modellpflanze, wie vollstandige Sequenzierung, Verfuigbarkeit von Mutanten und

gut etablierter Methoden, an dieser durchgefuhrt.
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2.1.3 Virusinfektion von Arabidopsis -Pflanzen bei Ausfall

einzelner und zweier Hsp40-Isoformen

Nachdem die Uberexpression der dominant negativen AtDjB23-Form zu einer erhéhten
Virustoleranz gefiihrt hat, sollte getestet werden, ob auch der Verlust dieser Isoform zu
Anderungen bei der TuMV-Infektion fiihrt. Dartiber hinaus kénnte dies Auskunft tiber die
spezifische Funktion des Hsp40-Proteins in der Pflanze und Uber endogene

Interaktionspartner geben. Hierzu wurden T-DNA-Insertionslinien analysiert.

GABI|_048B07
T-DNA AM20 1338 ]
ATG Intron Stopp At DJ 823
SALK_004406
AM8 1J145 .
Intron AtDJBSZ
0 500D 1000b :

Abbildung 21: Schema der Gene AtDjB23 und AtDjB32 und der untersuchten T-DNA-Insertionen
Gezeigt wird die Exon-Intron-Struktur der Hsp40-Gene mit GréRenvergleich. Die relative Lage der T-
DNA-Insertionen mit Richtung der linken Grenze (runder Pfeil) und die verwendeten Primer (eckige
Pfeile) wurde schematisch eingezeichnet.

Dabei konnten homozygote Nachkommen der Linie GABI-048B07 identifiziert werden, bei
denen kein AtDjB23-Transkript mehr Uber RT-PCR-Analyse nachgewiesen werden konnte
und die deshalb als djB23 Knockout (djB23 KO) bezeichnet werden. Ebenso wurde fir
AtDjB32 (At1g59725) eine Knockout-Mutante (SALK_004406) erhalten (Abbildung 22 links).
AtDjB32 ist der ndheste Verwandte zu AtDjB23 (siehe 2.1). Beide Gene werden ziemlich
ubiquitar in den verschiedenen Geweben exprimiert, weshalb sie ein stark Uberlappendes
Expressionsmuster besitzen wie eine Analyse Uber den eFP-Browser (http://bar.utoronto.ca)
aufdeckte. Deshalb wird vermutet, dass sie sich maoglicherweise gegenseitig funktionell
ersetzen koénnten. Durch Kreuzung und mehrere Selbstungen konnte eine homozygote

Doppel-Knockout-Linie djB23x32 KO erhalten werden.

Die Nachkommen dieser Doppelknockout-, Elternlinien-, Wildtyp-Pflanzen und der
transgenen AtDjB23 67N-3cmyc-Linie (siehe 2.1.2.2) wurden parallel angezogen, um ihren
Phanotyp mit und ohne TuMV-Behandlung zu vergleichen. 18 Tage nach Infektion mit TuMV
traten beim Wildtyp und den KO-Mutanten deutliche Virussymptome in &hnlichen Ausmafien
auf. Bei der dominant negativen Mutante AtDjB23 67N-3cmyc wurden wesentlich
schwachere Symptome beobachtet.
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AtDjB32
AtDjB23

Actin

Abbildung 22: Analyse der hsp40 KO-Linien

Links: RT-PCR-Analyse der KO-Linien mit spezifischen Primern (Tabelle 20)

Rechts: Phanotyp der Pflanzen 18 Tage nach Inokulieren mit TuMV (+TuMV) beziehungsweise
Pufferkontrolle (-TuMV)

-TuMV

Uber ELISA mit spezifischen Antikérpern wurde der Virustiter bestimmt. Fir die KO-
Mutanten ergab sich kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp, obwohl fir die Doppel-KO-
Mutante eine Tendenz zu erniedrigtem Virustiter vorliegen konnte (Abbildung 23). Der
Virustiter der dominant negativen Mutante AtDjB23D67N-3cmyc war signifikant niedriger als
der Titer der Wildtyp-Pflanzen.
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Abbildung 23: Virustiter der hsp40 KO-Linien und der dominant negativen Mutante

Der Virustiter in systemischen Blattern wurde Uber ELISA 18 Tage nach Inokulieren mit TuMV
bestimmt, wobei die Werte in Prozent auf den Wildtyp bezogen wurden (n>11 mit
Standardfehlerbalken, * signifikant im T-Test mit p<0.05)

Der Ausfall von AtDjB23, das mit Potyvirus-Kapsidproteinen interagiert, fihrte im Gegensatz
zur Uberexpression desselben Proteins ohne J-Domane nicht zu einer erhohten
Virustoleranz. Auch der gleichzeitige Ausfall des néchsten Verwandten, AtDjB32, reichte
nicht aus, um Anderungen in der Virustoleranz oder auch im Phanotyp der Pflanzen
auszuldsen. Es besteht deshalb die Moglichkeit, dass innerhalb der grof3en Familie eine
Redundanz mit weiteren Hsp40-Proteinen besteht und diese die Funktion Ubernehmen
kénnen. Deshalb wurde noch ein anderer Kofaktor des Chaperonsystems untersucht, fir den

bislang keine Verwandten bekannt sind.
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2.1.4 Virusinfektion von Arabidopsis-Pflanzen bei A usfall des
Chaperon-Kofaktors CHIP

CHIP (At3g07370) ist die einzige bisher veroffentlichte mit Hsp70 interagierende E3-
Ubiquitin-Ligase in Arabidopsis thaliana und spielt eine wichtige Rolle bei Temperaturstress
und Abszisinbehandlung (Yan et al., 2003; Luo et al., 2006). Wie die CHIP-Homologen im
tierischen System spielt AtCHIP offensichtlich eine bedeutende Rolle fir die
Proteindegradation (Lee et al., 2009). Unter der Annahme, dass die Ubiquitinylierung wichtig
fur die Virusvermehrung ist (Hafren et al., 2010), konnte bei ihrem Ausfall ein Einfluss auf die

Virustoleranz der Pflanzen vermutet werden.

Salk_059253
EE Intron . . . P AtCH I P

0 ;500b I 1000b | 1500b , 2000k

Abbildung 24: Schema des Gens AtCHIP und der untersuchten T-DNA-Insertion
Gezeigt wird die Exon-Intron-Struktur von (At3g07370) mit GréRenvergleich. Die relative Lage der T-
DNA-Insertionen mit Richtung der linken Grenze (runder Pfeil) wurde schematisch eingezeichnet.

Bei den homozygoten Nachkommen der verwendeten T-DNA-Insertion-Linie Salk_059253
(Abbildung 24) konnte das Fehlen des CHIP-Transkipts Uber RT-PCR-Analysen bestétigt
werden, weshalb es sich um eine Knockout-Mutante (chip KO) handelt (Florian Vogel,
unveroffentlicht). Sie besitzt unter normalen Bedingungen einen Wildtyp-artigen Ph&notyp.
Ein Infektionsexperiment mit TuMV zeigte drei Wochen nach dem Inokulieren in chip KO-
Pflanzen &hnlich starke Virussymtome wie in den Wildtyp Col-0-Kontrollpflanzen und auch
der uber einen ELISA bestimmte Virustiter unterschied sich nicht signifikant vom Wildtyp
(Abbildung 25).

Der Ausfall des Chaperon-Kofaktor AtCHIP offenbarte keinen Einfluss auf die Virustoleranz.

AulRderdem wurden im Folgenden Untersuchungen zu den Hsp70-Proteinen durchgefihrt,

die den zweiten Hauptbestandteil des Hsp70-Hsp40-Chaperon-Systems darstellen.
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Abbildung 25: Virusinfektion von chip KO-Pflanzen

3 Wochen nach dem Inokulieren mit TuMV (+TuMV) wurden chip KO- und WT Col-0-Pflanzen
untersucht.

links: Phanotyp der Pflanzen (Pufferkontrolle —TuMV)

rechts: Gber ELISA bestimmter Virustiter von systemischen Blattern bezogen auf den Wildtyp (mit
Standardfehlerbalken, n=20).
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2.2 Funktionelle Analyse der cytosolischen Hsp70-

Isoformen in Arabidopsis thaliana

Ausgehend von der zuvor beschriebenen Virus-Hsp40-Interaktion sollten die cytosolischen
Hsp70-Proteine in Arabidopsis thaliana untersucht werden. Die Beschrdnkung auf das
Cytosol erfolgte wegen der dort angesiedelten Lokalisation der Viruskapsidproteine und der

Virusreplikation.

2.2.1 Grundcharakterisierung der cytosolischen AtHs p70-

Isoformen

Durch Genomanalysen lassen sich bei Arabidopsis thaliana 18 Gene der Hsp70-Uberfamilie
zuordnen, wobei es sich bei einem davon wegen Mangels eines nachgewiesenen

Transkripts offensichtlich um ein Pseudogen handelt (Lin et al., 2001).

2.2.1.1 Phylogenie der cytosolischen AtHsp70-Isofor  men

Die zugehérigen Proteine wurden aufgrund bestimmter Signale fir unterschiedliche
Zellkompartimenten vorhergesagt (Lin et al., 2001). Demnach sind AtHsp70-1 bis -5 und
AtHsp70-14 bis —16 im Cytosol, AtHsp70-6 bis —8 in den Plastiden, AtHsp70-9 und —-10 in
den Mitochondrien und AtHsp70-11 bis —13 und AtHsp70-17 im ER lokalisiert. Die
Proteinfamilie wird aus Homologie-Grinden in zwei Unterfamilien aufgeteilt, namlich die
DnaK- und die Hsp110/SSE-Unterfamilie, deren Mitglieder auch als ,typische” (DnaK-) und
Luntypische* (Hspl110/SSE-) Hsp70-Isoformen bezeichnet werden. Mit Hilfe des
Internetwerkzeugs ClustalW (Chenna et al., 2003) wurde ein Stammbaum fur die Familie
erstellt und die Untergruppen und vorhergesagten Lokalisationen eingezeichnet (Abbildung
26). AuRerdem wurden die Sequenzahnlichkeiten der cytosolischen Mitglieder bestimmt. Die
Jypischen* Hsp70-Proteine im Cytosol besitzen mit Gber 77% identischen Aminoséuren
starke Ubereinstimmungen, besonders AtHsp70-1 und —2 mit 94%. Mit den cytosolischen
Vertretern der Hspl10/SSE-Unterfamilie haben sie insgesamt nur 21% der Positionen
gemeinsam. Innerhalb ihrer Gruppe zeigen die ,untypischen* Hsp70-Isoformen des Cytosols
51% identische Aminoséauren, wobei sich jedoch AtHsp70-14 und —15 mit Gber 97% gleichen

Positionen kaum unterscheiden.
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Abbildung 26: Stammbaum der Hsp70-Proteinfamilie

Die Familie wird in die DnaK- und die Hspl10/SSE-Unterfamilie aufgeteilt. Die Graphik zeigt ein
ungewurzeltes Dendrogramm, welches mit dem Internet-Werkzeug Clustalw
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) aus den Aminosauresequenzen der Hsp70-Proteine erstellt
wurde, wobei die vorhergesagten Kompartimente angegeben sind.

Da sich die Allele fur AtHsp70-1 und -2 beziehungsweise AtHsp70-14 und -15 in
benachbarter Lage auf den Chromosomen befinden (Abbildung 27) und sie hohe
Sequenzahnlichkeiten aufweisen, kann vermutet werden, dass es sich um relativ junge
Genduplikationen handelt.
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Abbildung 27: Chromosomenkarte von Arabidopsis mit Lage der unter suchten Hsp70-Allele

Die Physikalische Karte der Arabidopsis-Chromosomen zeigt die Lage der Zentromere (Kreise) und
der Allele fur die cytosolischen Hsp70-lsoformen. Sie wurde mit Hilfe des Internet-Werkzeugs
».Chromosome Map Tool* (http://www.arabidopsis.org/jsp/ChromosomeMap/tool.jsp) auf der TAIR-
Homepage (Swarbreck et al., 2008) erstellt.

2.2.1.2 Expressionsvergleiche der cytosolischen Hsp  70-Isoformen

Die cytosolischen Mitglieder der Hsp70-Familie werden konstitutiv oder (berwiegend
stressinduzierbar exprimiert. Vergleichende Analysen der Expression in den verschiedenen
Organen und Entwicklungsstadien mit dem Programm Genevestigator
(www.genevestigator.com) von Zimmermann et al. (2004) zeigten, dass einige ubiquitar,
andere mit hdheren Expressionswerten spezifisch in bestimmten Pflanzenteilen exprimiert
werden (Abbildung 28). Die starkste konstitutive und zudem ubiquitdre Expression zeigt
AtHsp70-1. Auch ubiquitar und konstitutiv, aber schwacher als AtHsp70-1 werden AtHsp70-
2, AtHsp70-3, AtHsp70-14, AtHsp70-15 und AtHsp70-16 exprimiert. AtHsp70-4 und

AtHsp70-5 werden unter anderem verstarkt in Pollen und Samen exprimiert.
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Abbildung 28: Organspezifische Expression der cytosolischen Hsp70 -Isoformen

Die Graphik zeigt die Ergebnisse der Mikroarray-Daten-Analyse verschiedener Organe uber
Genevestigator (www.genevestigator.com). Die ansteigenden, relativen Signalstarken sind in
zunehmender Graustufe bis hin zu Schwarz gezeigt. Die Signalstarken wurden auf die jeweilige
maximale Signalintensitat (100%) bezogen.

Die meisten cytosolischen Hsp70-Isoformen werden bei Stressbedingungen im Vergleich zu
den ambienten Kontrollbedingungen verstarkt exprimiert (Abbildung 29), besonders deutlich
ist die Transkriptsteigerung nach Hitzebehandlung bei Hsp70-4, aul3erdem bei Hsp70-5,
Hsp70-14 und Hsp70-15 (Sung et al., 200la; Zimmermann et al., 2004). In
Expressionsvergleichen wurden die Unterschiede zwischen verschiedenen
Stressbedingungen im Zeitverlauf untersucht, wobei sich zeigte, dass Hitzeschockproteine
wie auch Hitzeschockfaktoren an verschiedenen Stressantworten beteiligt sind (Swindell et
al., 2007).

Neben der konstitutiven Expression der cytosolischen Hsp70-Isoformen lieRen
Koexpressionsanalysen vermuten, dass diese Isoformen nicht nur fur die Stresstoleranz von
Bedeutung sind. Mit dem Internethilfsprogramm Attedll (http://atted.jp) von Obayashi et al.
(2009) ergaben sich hierbei Zuordnungen zu verschiedenen Regulationsgruppierungen
(Abbildung im Anhang). Dabei kommen neben dem wohl fir alle bedeutenden Hitze-Stress-
Funktionskreis fur Hsp70-1,-2,-3 und besonders Hsp70-16 auch Glykolyse- /CO,-Fixierung-
und fur Hsp70-4 Zellzyklus-Zuordnungen vor.

33



ERGEBNISSE

w
S o
5| & |0 2
0 £ | 3 e 8 2§ E
= = = - -
s | 2 E g 3 g % 1§ % g % x-fache Intensitat
g |2 ||| T | T£T|O0O]|E|w]|>D]|= !<0’70
Bl 0,70 bis 0,87
[ I N (N N I Il .58 bis 1,11
! 1,12 bis 1,49

B 7.50 bis 1,99
B 2.00 bis 3,99
B 4.0 bis 15,0
] - 50

Abbildung 29: Expression der cytosolischen Hsp70-Isoformen bei St ressbehandlungen

Die Graphik zeigt die Ergebnisse der Mikroarray-Daten-Analyse unter verschiedenen
Stressbedingungen relativ zur unbehandelten Kontrolle mit Hilfe des Programmes Genevestigator
(www.genevestigator.com). Erhohte Signalstarken sind rot, erniedrigte griin und gleichbleibende
schwarz dargestellt.

AuRerdem fiel eine Korrelation zwischen dem Hsp40 AtDjB22 und Hsp70-4 auf, die Uber
paarweisen  Vergleich mit Hilfe des Genecorrelator  von Genevestigor
(www.genevestigator.com) mit einen ziemlich hohen Pearsonschen Korrelationskoeffizienten
(r’=0,6) bestatigt wurde. AtDjB22 interagiert nicht spezifisch mit dem Kapsidprotein des
Potyvirus PVY (Annette Maier, unveroffentlicht), sondern wie AtDjB14 (Soellick et al., 2000)
mit dem NSm-Protein des Tomatenbronzefleckenvirus TSWV (vergleiche Abbildung 8).

-TuMV +TuMV
0123 1 2 3 wpi

AtHsp70-2 e e - G
AtHsp70-4 S— o
AtHsp70-14/15 —_—-

- —

TuMV-CP

RNA-Gel

Abbildung 30: Northernblot-Analyse eines TuMV-Infektionsexperimen ts

Ein bis drei Wochen (1-3 wpi) nach Inokulation von Arabidopsis thaliana Col-0-Pflanzen mit TuMV
beziehungsweise Puffer (-TuMV) wurde RNA der Pflanzen isoliert. 20 pg der RNA wurden jeweils fur
Northernblot-Analysen verwendet, die mit Sonden gegen Hsp70-2, Hsp70-4, Hsp70-14/15 und das
Kapsidprotein von TuMV behandelt wurden. Das korrespondierende RNA-Gel in der untersten Reihe
dient als Ladekontrolle.
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Um neben dem Ansteigen der Viruskapsid-RNA die Expression der Hsp70-Isoformen bei
Virusinfektion zZu verfolgen, wurden Northernblot-Analysen eines TuMV-
Infektionsexperiments von Col-0-Wildtyp-Pflanzen durchgefiihrt (Abbildung 30). Die
Viruskapsid-RNA kann schon eine Woche nach dem Inokulieren mit TuMV, wenn noch keine
Symptome bei den Pflanzen sichtbar sind, detektiert werden. Zwei und drei Wochen nach
der Infektion akkumuliert die RNA stark. Mit dem verwendeten Fragment aus der
kodierenden Sequenz von AtHsp70-2 als Sonde, wird aus Homologiegriinden neben Hsp70-
2 auch Hsp70-1 eventuell auch Hsp70-3 markiert, was in der Untersuchung von Knockout-
Mutanten gezeigt wurde (Katrin Link, unverdffentlicht). Ebenso kénnte mit der Sonde aus
Hsp70-4 eventuell Hsp70-5 erkannt werden. Generell kann wegen der hohen Ahnlichkeit
eine gewisse Kreuzhybridisierung der Mitglieder einer Unterfamilie nicht ausgeschlossen
werden. Hsp70-15 wird aufgrund 95% Sequenzidentitat mit der Sonde von Hsp70-14
detektiert. Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich die Transkriptmenge von AtHsp70-1/2
und AtHsp70-14/15 nicht erkennbar nach Virusinfektion andern. Jedoch erhoht sich
mdglicherweise die Transkriptmenge von AtHsp70-4 leicht, was vermutlich jedoch nicht
spezifisch fur den Virusbefall ist, sondern allgemein fiir Proteinakkumulation spricht (Aparicio
et al., 2005).

2.2.2 Klonierung der kodierenden Sequenzen von
cytosolischen Hsp70-Isoformen zur Expression von

Fusionsproteinen

Zur Herstellung von verschiedenen Expressionskonstrukten fur die cytosolischen Hsp70-
Isoformen wurden ihre kodierenden Sequenzen Uber PCR von cDNA amplifiziert. Bei der
cDNA handelte es sich um Gesamt-RNA von Arabidopsis thaliana-Pflanzen, die teilweise
zuvor einem Hitzeschock ausgesetzt wurden. Mit verschiedenen Primerkombinationen
(Tabelle 13 in Material und Methoden) wurden diese jeweils mit (in der
Konstruktbezeichnung: +st) oder ohne Stoppkodon (-st) fur N- und C-terminale Fusionen
kloniert. Fur AtHsp70-1,-2,-3,-5,-14 und -15 besalRen die 5-Primer zusatzlich CACC-
Uberhange (fir C-terminale Fusionen CACCAACA) zur gerichteten Integration in den
verwendeten Eingangsvektor pENTR/D-TOPO uber eine Topoisomerase-Reaktion.
AtHsp70-4 mit Stoppkodon wurde durch Primer mit den angehéngten Schnittstellen fir die
Restriktionsenzyme BamHI und Notl amplifiziert und Gber Restriktionsverdau mit diesen
Enzymen in den Eingangs-Vektor pENTR2B Kkloniert (Abbildung 31). AtHsp70-16 konnte

nicht korrekt kloniert werden und wird deshalb nicht weiter behandelt. Auf3erdem wurde eine
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verklrzte Sequenz (Aminosauren 1-736) von AtHsp70-15 Kkloniert, hier AtHsp70-15D
genannt, da anfangs aufgrund friher Publikationen (Lin et al., 2001) in Folge eines
Sequenzfehlers in der veroffentlichten Sequenz von AtHsp70-15 von einem 736 statt 831
Aminosauren langen Protein ausgegangen wurde. Die erhaltenen Eingangs-Plasmide

werden in Tabelle 13 im Material- und Methodenteil aufgelistet.

Uber LR-Rekombination der passenden Eingangs-Plasmide mit den entsprechenden Ziel-
Vektoren wurden die Konstrukte flr die Expression mit verschiedenen Fusionspartnern
hergestellt. Die Rekombination erfolgte zwischen den attL-Rekombinations-Sequenzen, die
auf den Eingangs-Plasmiden liegen und das Hsp70-Insert umgeben, und den attR-
Rekombinationssequenzen der Ziel-Vektoren, wodurch ein Expressionsvektor mit dem
Ruckrat des Zielvektors und dem Hsp70-Insert zwischen den durch die Rekombination
entstandenen 25 Basenpaare langen attB-Sequenzen sowie ein Nebenprodukt enstehen.
Dieses Rekombinationssystem ist von besonderem Vorteil zur parallelen Klonierung
verschiedener Sequenzen, da im Gegensatz zur Klonierung tber Restriktionsendonukleasen
keine Rucksicht auf die internen Enzym-Schnittstellen (Abbildung 31) genommen werden
muss, und ausgehend von einem Eingangskonstrukt verschiedenste Expressionskonstrukte
hergestellt werden konnen. Fir Vektoren, bei denen der Fusionspartner am N-Terminus der
kodierenden Sequenz angehangt wurde, wurden die Eingangsvektoren mit Stoppkodon, bei

Fusionen am C-Terminus ohne Stoppkodon verwendet.
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Abbildung 31: Schemata der AtHsp70-Eingangsvektoren
Der Bereich der Eingangsvektoren (mit Stoppkodon) zwischen den beiden Rekombinationssequenzen

attL1 und attL2 wird schematisch dargestellt inklusive einer Auswahl an Restriktionsschnittstellen,
wobei die Positionen der internen Schnittstellen in Bezug zum Startkodon in Basen in Klammern
angegeben wurden. Bei AtHsp70-15 wurde ein vorzeitiges Stoppkodon * eingefihrt.
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2.2.3 Intrazellulare Lokalisation der cytosolischen Hsp70-

Proteine bei Normal-, Stress- und Virusbehandlungen

Um die vorhergesagte intrazellulare Lokalisation der cytosolischen Hsp70-Proteine zu
uberpriifen und zu untersuchen, ob Hitzestress- sowie Virusbehandlung zu einer Anderung
der Lokalisation fuhren, wurden Uber Rekombination der entsprechenden Eingangs-
Plasmide (siehe 2.2.2) mit den Vektoren pK7FWG2 oder pK7WGF2 (Karimi et al., 2002)
Konstrukte zur Expression von GFP-Fusionen unter Kontrolle des CaMV 35S Promotors
hergestellt (Abbildung 32).

attB1 attB2

pPK7WGF2-
Hsp70

Terminator

attB2

PK7FWG2- !
Hsp70 355

Abbildung 32: Schemata der T-DNA der Konstrukte fur Fusionsprotei ne aus GFP und Hsp70
Es wird die T-DNA zwischen linker und rechter Grenze (LB und RB) gezeigt. Das Fusionsprotein aus
dem Hsp70-Protein und GFP steht unter Kontrolle des 35S Promotors von CaMV. AulR3erdem ist eine
Kanamycinresistenz-Kassette (Kan) zur Selektion in planta vorhanden. AttB1 und attB2 sind die 25bp
langen Rekombinationssequenzen, die nach der LR-Reaktion zwischen den Eingangsplasmiden und
den Zielvektoren (Vektorkarten im Anhang) pK7WGF2 (oben) und pK7FWG2 (unten) entstehen.

35S-
Terminator

Vermittelt Uber Agrobakterien wurden diese Konstrukte zuerst zur transienten Transformation
von Nicotiana benthamiana-Pflanzen eingesetzt. Zwei bis drei Tage nach der Infiltration der
Bakteriensuspension wurde die Verteilung der GFP-Fluoreszenz am KLSM begutachtet. Es
zeigte sich Uberwiegend cytosolische und nukledre Lokalisation, jedoch traten zusatzlich vor
allem bei den GFP-Fusionen von AtHsp70-1 und AtHsp70-5 mehr oder minder starke
Aggregationen und bei AtHsp70-3 ER-artige Strukturen auf (Abbildung 33).

Es wurde vermutet, dass die Aggregationen und Strukturen Artefakte der
Transformationsmethode und der starken Uberexpression (Hanson und Kohler, 2001;
Lenassi Zupan et al, 2004) oder durch die Behandlung hervorgerufene

Lokalisationsanderungen darstellen.
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Aggregationen ER-artige Strukturen Aggregationen Cytoplasmafaden

Abbildung 33: Transiente Expression von AtHsp70-Proteinen fusioni ert mit GFP

3 Tage nach dem Infiltrieren in Nicotiana benthamiana wurde Uber die GFP-Fluoreszenz die
Lokalisation der transient exprimierten Fusionsproteine AtHsp70-1-GFP, GFP-AtHsp70-3, GFP-
AtHsp70-5 und GFP-AtHsp70-14 in Epidermiszellen am KLSM bestimmt (rote Zellwandfarbung durch
Propidiumjodid; Standardbalken = 10 pm).

Aus diesem Grund und um langerfristige Experimente wie Virusinfektionen durchzufiihren,
wurden Tabakblatter Giber Agrobakterien in Gewebekultur stabil mit den Konstrukten fir die
verschiedenen GFP-Hsp70-Fusionen transformiert und transgene Tabakpflanzen aus den
Kalli regeneriert. Die Selektion der transformierten Pflanzen erfolgte auf Medium mit dem
Antibiotikum Kanamycin. Es wurden die Pflanzen ausgewahlt, bei denen die starkste GFP-
Fluoreszenz am UV-Binokular beobachtet wurde. Die Analyse der intrazellularen Lokalisation
der GFP-Fusionsproteine am KLSM zeigte in allen Féllen die cytosolische und nukleére
Lokalisation, wobei keine Anhaufung von Aggregaten oder andere Stukturen beobachtet
werden konnten (Abbildung 34).

"GEP-AtHsp70-1 | GFPAtkisp?0-2

GFP-AtHsp70-3 | GFR-AtHsp70-4

Cytoplasma-
faden

Zellkern
Zellwand

Abbildung 34: Intrazellulare Lokalisation von GFP-AtHsp70-Fusions  proteinen
An Blattern der transgenen GFP-AtHsp70-1/2/3/4/5/14/15 -Tabakpflanzen wurden Untersuchungen
am KLSM vorgenommen (rote Zellwandfarbung durch Propidiumjodid, Maf3stab = 10 um).
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Westernblot-Analysen mit Antikorpern gegen GFP bestétigten die GrofRe und Intaktheit der
Fusionsproteine. Die Bande von GFP-AtHsp70-1 erscheint etwas groRer als GFP-AtHsp70-2
bis -5, jedoch kleiner als GFP-AtHsp70-15D, was mdoglicherweise auf unterschiedliche

Modifizierungen hinweisen konnte (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Expression von GFP-AtHsp70-Fusionsproteinen in tran sgenen Tabakpflanzen
Mit Anti-GFP-Antikdrpern wurde eine Westernblot-Analyse fiir die transgenen Tabakpflanzen GFP-
AtHsp70-1,-2,-3,-4,-5,-14 und -15 durchgefihrt.

Es wurden die Linien GFP-AtHsp70-1 #1,7,8, GFP-AtHsp70-2 #1,3,4, GFP-AtHsp70-3
#1,2,3, GFP-AtHsp70-4 #1,5,9,23, GFP-AtHsp70-5 #2,4,6, GFP-AtHsp70-14 #6,7,9 und
GFP-AtHsp70-15 #2,3,6 untersucht und zur Samengewinnung genutzt. Die Nachkommen
der jeweils fett gedruckten Linie wurden flr die folgenden Hitze- und Virus-Untersuchungen

verwendet.

Zur Untersuchung der Lokalisation bei Hitzestress wurden Blattstiicke von acht Wochen
alten transgenen Pflanzen in einer feuchten Kammer in einem 43<C-Inkubator erhitzt und
nach zwei und vier Stunden Hitzebehandlung die Lokalisation beobachtet und parallel
Proteinproben entnommen. Die KLSM-Analyse zeigte reproduzierbar verschiedene
Verdnderungen der GFP-Lokalisationen. Bei GFP-AtHsp70-1 traten viele granulare
Strukturen und kleine Aggregate auf. Bei GFP-AtHsp70-2 und GFP-AtHsp70-4 zeigte sich
eine Zunahme der Fluoreszenz im Kern und teilweise Aggregationen. Bei GFP-AtHsp70-3
scheint sich die Fluoreszenz vom Cytosol in den Kern zu verschieben, bei AtHsp70-5-GFP
konnte das Auftreten von punktartigen Strukturen detektiert werden, wohingegen sich bei
GFP-AtHsp70-14 und -15 keine Anderung bei der cytosolischen und nukledren Lokalisation
ergab (Abbildung 36). Diese Lokalisationsverschiebungen waren reversibel, was Aufnahmen
nach einer Erholungsphase bei Raumtemperatur zeigten, wobei weitestgehend die

cytosolische und nukleare Lokalisation wiederhergestellt wurde.
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GFP-AtHsp70-

Abbildung 36: Lokalisation von GFP-AtHsp70-Fusionsproteinen nach Hitzebehandlung

Blattstiicke von 8 Wochen alten GFP-AtHsp70-Tabakpflanzen wurden 2 beziehungsweise 4 Stunden
bei 43C oder Raumtemperatur (RT) inkubiert und ans chlieRend die Epidermis am KLSM analysiert
(MaRstab = 10 um). AuRerdem wurde eine Erholungskontrolle durchgefiihrt, bei der die Blattstiicke
nach 4-stiindiger Hitzebehandlung fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert wurden.
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Aus denselben Blattsticken wurden Proben fir Westernblot-Analysen mit Anti-GFP-
Antikdrpern entnommen, die zeigten, dass es sich bei den Lokalisationsanderungen lediglich
um Verschiebungen der Fusionsproteine handelte, da kein auffalliger Abbau oder
Degradationsprodukte der Fusionsproteine detektiert werden konnten (Abbildung 37). Es
fand zwar ein geringer Abbau im Laufe der Hitzebehandlung statt, dieser korrespondiert
jedoch nicht mit den Lokalisations&anderungen, da er auch bei GFP-AtHsp70-14 und -15 zu

erkennen ist, obwohl dort keine Verschiebung der Fluoreszenz beobachtet wurde.
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Abbildung 37: Westernblot-Analyse von GFP-AtHsp70-Fusionsproteine  n nach Hitzebehandlung
Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikérpern des Hitzeschockexperiments mit GFP-AtHsp70-
Tabakpflanzen nach 2 Stunden (2h), 4 Stunden (4h) Hitzebehandlung beziehungsweise
Raumtemperaturkontrolle (RT).

Fur das Volllangenkonstrukt von AtHsp70-15-GFP konnten im transienten N. benthamiana-
System die gleichen Beobachtungen wie flur das verkirzte Fusionsprotein in transgenen
Tabakpflanzen gemacht werden, das heif3t eine cytosolische und nukleare Lokalisation ohne
Anderungen durch die Hitzebehandlung (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Transiente AtHsp70-15-GFP-Expressionin  N. benthamiana

Die transiente Expression von AtHsp70-15-GFP wurde drei Tage nach Infiltration in N. benthamiana
untersucht.

links: Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikérpern. Bei den neben der etwa 140 kDa groRen
Fusionsproteinbande auftretenden, kleineren Banden handelt es sich vermutlich um Abbauprodukte.
rechts: KLSM-Aufnahmen von Blattsticken, die 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT)
beziehungsweise 43T inkubiert worden waren (Maf3stab = 10 pm).

In weiteren Experimenten wurden die transgenen Tabak-Pflanzen im Alter von sechs
Wochen mit PVY inokuliert. Acht Tage nach dem Inokulieren mit PVY wurden Proben von
systemischen Blattern genommen. Diese befanden sich 5-6 Blatter oberhalb der inokulierten
Blatter und sie besalRen teilweise in Folge der Virusinfektion sichtbare Nekrosen. Es zeigte
sich bei der Analyse am KLSM keine Anderung in der cytosolischen und nukledren
Lokalisation der Fusionsproteine im Vergleich zu den nicht infizierten Pflanzen (Abbildung
39). Neun Tage nach dem Inokulieren mit PVY beziehungsweise Puffer wurde eine KLSM-
Analyse mit Blattstlicken der verschiedenen Linien durchgefihrt, die entweder 2 Stunden im
Warmeschrank bei 43 oder bei Raumtemperatur inkub iert wurden. Es zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Virus- und Kontrollpflanzen. Es kdnnte héchstens eine
leichte Verstarkung der Hitzestress-Symptome bei den virusinfizierten Proben vermutet
werden. Es konnten die schon zuvor beobachteten Lokalisationsanderungen bei Hitzestress
beobachtet werden. Bei GFP-AtHsp70-1 und -5 ergaben sich punktartige Strukturen, bei
GFP-AtHsp70-2 und —4 kleine Aggregationen und Verstarkung der Kernlokalisation und bei
GFP-AtHsp70-3 eine Verschiebung von cytosolischer zu nuklearer Lokalisation (Abbildung
39).

Fur die cytosolisch vorhergesagten Hsp70-Isoformen Hsp70-1,-2,-3,-4,-5,-14 und -15 konnte
die intrazellulare Lokalisation in Cytosol und Nukleus bei transgenen Pflanzen tber GFP-
Fusionen bestétigt werden. Jedoch traten unterschiedliche Ver&nderungen in Folge von

Hitze- oder Infiltrations-, nicht aber auf Grund von Virusbehandlungen auf.
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Abbildung 39: Lokalisation von GFP-AtHsp70-Fusionsproteinen in Ta  bak nach Virusinfektion

Die KLSM-Analyse von Blattstiicken PVY- (+PVY) oder Puffer-inokulierter (-PVY) GFP-AtHsp70-
Tabak-Pflanzen, erfolgte 8 beziehungsweise 9 Tage nach dem Inokulieren mit PVY (MaRstab =
10 um). Ein Teil der Blattstiicke wurde zuséatzlich 2 Stunden bei 43T inkubiert.
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2.2.4 Untersuchung der Bedeutung der cytosolischen AtHsp70-

Proteine in planta

Nachdem in den vorangegangen in silico- und GFP-Fusionsprotein-Analysen sowohl
Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede der Hsp70-Isoformen festgestellt wurden, wurden
Untersuchungen zu ihrer Bedeutung in planta durchgefiihrt. Dabei wurde analysiert, was

sowohl das zusatzliche Einbringen der Proteine in Pflanzen als auch deren Ausfall bewirken.

2.2.4.1 Auswirkungen erhohter Hsp70-Expression: Ana lyse von

GFP-Hsp70-exprimierenden Tabakpflanzen

In den schon fiur die Bestimmung der intrazellularen Lokalisation verwendeten GFP-Hsp70-
Tabak-Pflanzen wurden die GFP-Fusionsproteine unter Kontrolle des starken, konstitutiven
Promotors 35S von CaMV exprimiert. Somit fand eine heterologe Expression der

Arabidopsis-Hsp70-Proteine in Tabak statt.

WT 1 2 3 5 14 15 4 WT
GFP-AtHsp70-

Abbildung 40: Phénotyp der transgenen GFP-AtHsp70-Tabakpflanzen

Die transgenen Tabakpflanzen wurden unter Standardbedingungen parallel zum nebenstehenden
Wildtyp angezogen. Beide Aufnahmen zeigen sechs Wochen alte Pflanzen, wobei der
GrolRenunterschied durch unterschiedliche Wachstumsbedingungen zu verschiedenen Jahreszeiten
(Winter/Sommer) erklart werden kann.

Diese Pflanzen zeigten in Wachstum, Morphologie und Hitzetoleranz keine signifikanten
Unterschiede zum Wildtyp (siehe Abbildung 40). Um sie auf ihre PVY-Suszeptibilitdt zu
untersuchen, wurden sie im Alter von sechs Wochen mit PVY inokuliert beziehungsweise zur
Kontrolle mit Puffer behandelt. Ab acht Tagen nach Virusinfektion konnten die
Virussymptome beobachtet werden. Sie aul3erten sich in eingerollten Blattern mit adrigen
Chlorosen und punktférmigen Nekrosen und spater mit vermindertem Pflanzenwuchs. Es
zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Symptomstarke zwischen den transgenen
Linien und dem Wildtyp, auch nicht im weiteren Infektionsverlauf. Systemische Blattproben
aus dem sechsten Blatt oberhalb des inokulierten wurden mittels ELISA zur PVY-
Virustiterbestimmung eingesetzt (Abbildung 41). Auch der Virustiter zeigte keine
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signifikanten Unterschiede (p>0,05) zwischen den Linien. Deshalb ist von einer

Tabakpflanzen auszugehen.

— 150

unveranderten  Virussensitivitdt der GFP-AtHsp70-Fusionsproteine  exprimierenden
I I I

E 1 2 3 5 1415

GFP-Hsp70-

\
4
Abbildung 41: Virustiterbestimmung von GFP-AtHsp70-Tabakpflanzen
Uber ELISA wurde der PVY-Titer in systemisch infizierten Blattern von GFP-AtHsp70-Tabakpflanzen 8
Tage nach dem Inokulieren mit PVY bestimmt (n>5 mit Standardfehlerangabe). Die dargestellten
Mittelwerte wurden alle auf die jeweils mitgeflihrten Wildtypkontrollen (100%) bezogen.
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2.2.4.2 Auswirkungen des Funktionsausfalls von Mitg liedern der

DnaK-Unterfamilie

Da die zusatzliche Expression von AtHsp70-Isoformen keine Auswirkungen auf die
Tabakpflanzen zeigte, sollte untersucht werden, ob der Funktionsausfall der cytosolischen
Mitglieder der DnaK-Unterfamilie in Arabidopsis thaliana zu drastischen Folgen fihrt und den

Genen eine essentielle Funktion zugesprochen werden kann.

2.2.4.2.1 Identifizierung und  Charakterisierung  von T-DNA-

Insertionsmutanten der DnaK-Unterfamilie

Far alle cytosolischen Mitglieder der DnaK-Unterfamilie aul3er AtHsp70-4 waren Mutanten in
den Arabidopsis-Sammlungen verfiigbar, bei denen die T-DNA im kodierenden Bereich der
Gensequenz lag (Abbildung 42). Die T-DNA fuhrt aufgrund ihrer Gro3e von 5-25 kb meist zu

einer Zerstdrung der Genfunktion (Krysan et al., 1999).
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Abbildung 42: Schema der Gene Hsp70-1 bis -5 und der untersuchten T-DNA-Insertionen

Gezeigt wird die Exon-Intron-Struktur der ,typischen cytosolischen AtHsp70-Isoformen mit
GrolRenvergleich. Die relative Lage der T-DNA-Insertionen mit Richtung der linken Grenze (runder
Pfeil) und die verwendeten Primer (eckige Pfeile) wurde schematisch eingezeichnet. *Besonderheiten
der Linie SALK 087844 werden in Abbildung 45 beschrieben.

Die Lage der T-DNA wurde Uber PCR-Analysen mit genomischer DNA bestatigt und
homozygote Mutanten identifiziert. Alle Linien wuchsen unter ambienten Bedingungen

vergleichbar mit dem Wildtyp und bildeten erfolgreich Samen (Abbildung 43).

Fur die Hsp70-5-T-DNA-Insertionslinie (SAIL_194 G12) konnte fur Pflanzen nach einer
Hitzebehandlung ein Transkript bis zur T-DNA-Insertion nachgewiesen werden (Abbildung
44), indem fir die RT-PCR-Analyse ein Primer in der kodierenden Sequenz und ein Primer
auf der T-DNA gewahlt wurde (Tabelle 20 in Material und Methoden). Da die T-DNA-
Insertion nur einige Dutzend Basen vor dem Stoppkodon liegt, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass trotz des vorzeitigen Sequenzabbruches ein funktionsfahiges Protein
hergestellt wird. Somit konnte die untersuchte Linie nicht als KO-Mutante betrachtet werden

und wurde keiner Virusinfektion unterzogen.
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Hsp70-1 Hsp70-2 WT
GABI_200A03 SALK 135531} SALK_085076 SALK 087844 Col-0

Col-0 SAIL_178 E10 SALK 020290 SAIL_194 G112
WT Hsp70-3 Hsp70-5

Abbildung 43: Phanotyp der homozygoten T-DNA-Insertionslinien fiir Hsp70-1 bis -5
Die homozygoten T-DNA-Insertionslinien wurden unter Standardbedingungen parallel zum
nebenstehenden Wildtyp angezogen. Die Aufnahmen zeigen 7 Wochen alte Pflanzen.

Fur alle weiteren Linien konnte der Transkript-Ausfall Gber RT-PCR-Analysen mit
spezifischen Primerkombinationen im N-terminalen Bereich der kodierenden Sequenz
(Tabelle 20 in Material und Methoden) bestétigt werden, weshalb sie im Folgenden als
Knockout-Mutanten (KO) bezeichnet werden (Abbildung 44).

> =¥ m S o
N O o SE w & o
" B ® oS ) [
- o O S © N S
[ I3V N © o
| i
o X X X o | o |« I
I Oh OO 33 S& & 5
Hsp70-1 Hsp70-1 Hsp70-3 Hsp70-5-T-DNA
Hsp70-2 ] ] ]
) Actin Actin Actin
Actin
N é vy
@)
QQox X g g
< o9 n @
S & o 2 B
~ N~ o o '5_ '5_
T a3 2 o @
c c Z < c
e

Abbildung 44: RT-PCR-Analyse der KO-Linien fur cytosolische DnaK-  artige Hsp70-Isoformen
RT-PCR-Analyse von cDNA der T-DNA-Insertionslinien mit spezifischen Primern (Tabelle 20) zum
Nachweis des Genausfalls und Actinprimern zur Kontrolle, wobei fur Hsp70-5 ein Primer auf der T-
DNA liegt.
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Fiur die Linie SALK_087844 wurde neben dem Ausfall von AtHsp70-2 das Fehlen des
AtHsp70-1-Transkripts festgestellt. Eine Sequenzierung der genomischen DNA dieser Linie
von der T-DNA aus ergab, dass eine grof3ere Deletion vorlag, die vom zweiten Exon von
At5g02520 uber vier weitere offene Leserahmen inklusive AtHsp70-1 bis zu AtHsp70-2
reichte (Abbildung 45). Somit handelt es sich bei der Linie SALK_087844 um eine hsp70-1/2-
Doppel-Knockout-Mutante.

Chromosomen-

position 561568 Deletion SALK 087844

Chromosom 5

AtHsp70-1

At5g02510 |  At5g02502
At5g02520 At5g02505

Abbildung 45: Sequenzierung der hsp70-1/2 -Doppel-Knockout-Mutante

Schema des Chromosoms 5 im Bereich von AtHsp70-1 und AtHsp70-2, wobei die Lage der T-DNA
und die Deletion der Linie SALK 087844 eingezeichnet wurden. Der gebogene, schwarze Pfeil zeigt
die linke Grenze der T-DNA an.

Fur die T-DNA-Insertionslinien wurden Hitzestressexperimente mit Keimlingen auf MS-
Platten in Anlehnung an Charng et al. (2006) durchgefiihrt, bei denen diese fur bis zu 120
Minuten bei 46 inkubiert wurden. Nach dieser Hitz ebehandlung zeigten sich jedoch keine
Unterschiede in der Intaktheit des Photosystems Il in den verschiedenen Linien. Die
Intaktheit wurde Uber Messung der maximal mdglichen Fluoreszenz als Fv/Fm-Wert mittels
Puls-Amplituden-Modulations(PAM)-Chlorophyll-Fluorometrie  bestimmt. Auch in ihren
Uberlebensrate nach weiteren sieben Tagen unter Standardbedingungen zeigte sich keine
verénderte Hitzetoleranz der T-DNA-Insertionslinien im Vergleich zur Wildtypkontrolle

(unveroffentlicht, Katrin Link).

Zur Analyse der Virustoleranz wurden die KO-Linien (GABI_200A03, SALK_085076,
SALK_ 087844 und SAIL_178 E10) im Alter von 4 Wochen mit TuMV inokuliert und nach
drei Wochen die Pflanzen auf Infektionssymptome untersucht und die Akkumulation der
Kapsidproteine Uber ELISA bestimmt (Abbildung 46). Die infizierten Pflanzen waren kleiner
als die nicht infizierten Kontrollpflanzen und besaf3en gekerbte, eingerollte junge Blatter
sowie Chlorosen. Die Virussymptome und der Virustiter in den KO-Linien entsprachen in
ihrem Auftreten und Ausmald denen des mitgefuihrten Wildtyps, was auf eine unbeeinflusste

Virusinfektion hindeutet.
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Abbildung 46: Virustiterbestimmung bei  hsp70-1,-2,-3 KO-Pflanzen

Bei der graphischen Darstellung des Uber den ELISA bestimmten TuMV-Titers in systemisch
infizierten Blattern 3 Wochen nach dem Inokulieren von 4 Wochen alten Pflanzen wurden die
Mittelwerte fur alle KO-Pflanzen auf die jeweils mitgefiihrten Wildtypkontrollen (100%) bezogen (n>14
mit Standardfehlerangabe). Ein T-Test zeigte, dass es keinen signifikanten Unterschied der Werte des
Wildtyps zu den KO-Linien gab (p>0,05).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Mitglieder der DnaK-Unterfamilie redundante
Funktionen besitzen und den Ausfall einzelner Hsp70-Isoformen unter den beobachteten

Bedingungen kompensieren kdénnen, da kein vom Wildtyp abweichender Ph&notyp auftrat.

2.2.4.2.2 Auswirkungen der Uberexpression des ATPas e-defizienten
Proteins AtHsp70-2-K74M-cmyc in Tabak und Arabidops is

Es wurde in Saugerzellen gezeigt, dass eine Punktmutation in der ATPase-Domane des
Hsp70 aus Rind (bHsc70), bei der die Aminosaure Lysin an Position 71 gegen ein Methionin
ausgetauscht wurde (K71M), zu einem Verlust der ATPase-Aktivitat fuhrt und einen
dominant-negativen Effekt ausloste, bei dem das Entpacken von ,clathrin coated vesicles”
verhindert wird (Newmyer und Schmid, 2001). Analog dazu sollte eine ATPase-defiziente
Hsp70-Form in Pflanzen exprimiert und untersucht werden, ob ebenfalls ein dominanter
Effekt auftritt und dadurch die vermutete Redundanz der verschiedenen Isoformen
uberwunden werden kann.

AtHsp70-1,-2,-3,-4 und -5, die cytosolischen Mitglieder der DnaK-Unterfamilie, sind
untereinander sehr &hnlich und besitzen 77% identische Aminosauren. Mit bHsc70 bestehen
sogar noch 66% identische Positionen. Die cytosolischen Mitglieder der Hspll0/SSE-
Unterfamilie, AtHsp70-14,-15 und -16 besitzen untereinander nur 51% identische

Aminosauren und 21% zur DnaK-Gruppe. Am besten konserviert ist die ATPase-Domaéne,
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weshalb die homologen Aminosauren zu K71M von bHsc70 gut identifiziert werden konnten
(vergleiche Abbildung 47).

Abbildung 47: Sequenzvergleich von Rind- und Arabidopsis-Hsp70-I  soformen im Bereich der
ATPase-Domaéne

In einem Vergleich der Aminoséduresequenzen der cytosolischen AtHsp70-Proteine und des
homologen Proteins aus Rind (bHsc70) im Bereich der ATPase-Doménen wurde die Stelle der
dominant-interferierenden Mutation (bHsc70 K71M) durch einen Pfeil markiert. Der Sequenzvergleich
wurde mittels des Internet-Programms ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) von Chenna et
al. (2003) erstellt und die identischen beziehungsweise @hnlichen Aminosauren dunkel hinterlegt.

Zur Erzeugung der Mutation K74M in AtHsp70-2 musste nur ein Nukleotidaustausch
erfolgen. Dazu wurde das gesamte Plasmid pENTR-AtHsp70-2-st als Matrize fur eine PCR
eingesetzt. Die Mutagenese erfolgte hierbei durch Verwendung spezieller Primer (1366 und
1J67), Uber die die Punktmutation eingefiihrt und das gesamte Plasmid amplifiziert wurde.
Die Mutation wurde anschlieend Uber eine Sequenzierung bestatigt.

Uber eine LR-Reaktion wurde das mutierte Hsp70 im Eingangsvektor pENTR-AtHsp70-2-
K74M-st in die Zielvektoren pK7FWG2 (vergleiche Abbildung 32) und pRB35S-GW-3cmyc
(Abbildung 48) kloniert. Mit den entstandenen Plasmiden wurden Agrobakterien transformiert

und diese zur Transformation von Pflanzen eingesetzt.

3cmyc

Ncol BamHlattB1 attB2|Pstl Hindlll

Hsp70-2-K74M

Abbildung 48: Schema der T-DNA des Hsp70-2-K74M-3cmyc-Fusionkonst  rukts

Es wird der T-DNA-Bereich zwischen linker und rechter Grenze (LB und RB) gezeigt. Das
Fusionsprotein aus der ATPase defizienten Hsp70-2-Form und einem 3cmyc-Affinitatstag steht unter
Kontrolle des 35S Promotors von CaMV. Nptll vermittelt die Kanamycinresistenz in planta. AttB1 und
attB2 sind die 25 bp langen Rekombinationssequenzen, die nach der LR-Reaktion zwischen
Eingangsplasmid und Zielvektor pRB35S-GW-3cmyc entstehen.
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Um vor der Herstellung transgener Pflanzen zu untersuchen, ob sich durch Einfihrung der
Punktmutation K74M eine Anderung an der Lokalisation von AtHsp70-2-GFP ergibt, wurden
die Fusionsproteine AtHsp70-2-GFP und AtHsp70-2-K74M-GFP (pK7FWG2-AtHsp70-2- und
—2-K74M) transient in N. benthamiana exprimiert. Dabei wurde auch der Einfluss einer
Hitzebehandlung oder einer PVY-Infektion miteinbezogen, indem die Blattscheiben zwei
Stunden auf feuchtem Papier bei 43T im Dunkeln ink ubiert wurden und Pflanzen verwendet

wurden, die sechs Tage vor der Infiltration mit PVY inokuliert worden waren.

ohne Hitzebehandlung nach Hitzebehandlung
AtHsp70-2-GFP  AtHsp70-2-K74M-GFP  AtHsp70-2-GFP  AtHsp70-2-K74M-GFP
3.
(@]
=
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Zellwand mit anliegendem Cytosol granulare Strukturen

Abbildung 49: Transiente Expression von AtHsp70-2-GFP mit und oh  ne Mutation in der ATPase-
Doméne

2 Tage nach Infiltration der Agrobakterien in nicht infizierte beziehungsweise 8 Tage (8dpi) zuvor mit
PVY-infizierte N. benthamiana-Pflanzen wurde die Lokalisation der Fusionsproteine AtHsp70-2-GFP-
und AtHsp70-2-K74M-GFP am KLSM untersucht. Dabei wurden einige Blattstlicke zusatzlich einer
Hitzebehandlung fiir 2 Stunden bei 43T unterzogen ( Mal3stab = 10um).

Die Analyse am KLSM (Abbildung 49) zeigte keinen grundsatzlichen Unterschied zwischen
beiden Formen unabhangig von der Behandlung, auRer dass bei Hsp70-2-GFP eine starkere
GFP-Fluoreszenz beobachtet wurde und zusatzliche Aggregate auftraten. Ansonsten konnte
bei beiden Formen sowohl mit als auch ohne Virusbehandlung eine (berwiegend
cytosolische Lokalisation und nach Hitzebehandlung das Auftreten von kleineren

Aggregaten, moglicherweise , Stress-Granulae®, beobachtet werden.

Durch eine Westernblot-Analyse (Abbildung 50) wurde die erwartete GrolRe der
Fusionsproteine bestatigt. AulRerdem war erkennbar, dass kein wesentlicher Abbau der
Fusionsproteine nach der Hitzebehandlung stattgefunden und sich kein GFP abgespalten

hatte. Wie erwartet ergibt sich bei Verwendung der PVY-infizierten Pflanzen eine starkere
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Expression der Fusionsproteine, was sich darauf zurickfihren lasst, dass Viren das
~Sllencing® in ihrem Wirt unterdriicken. AuRerdem zeigte sich, dass die mutierte Hsp70-Form
wesentlich schlechter als die nicht mutierte exprimiert wird.

AtHsp70-2-GFP |AtHsp70-2-K74M-GFP

-PVY +PVY | -PVY +PVY

RT 43°C RT 43°C|RT 43°C RT 43°C
kDa

=470
=30

=95

-T2

=55

-3

=34

=26
Abbildung 50: Westernblot-Analyse der transienten Expression von AtHsp70-2-GFP-Formen
Zum Nachweis der Fusionsproteine AtHsp70-2-GFP und AtHsp70-2-K74M-GFP wurde eine
Westernblot-Analyse mit Anti-GFP-Antikdrpern der transienten Expression 2 Tage nach Infiltration in
N. benthamiana durchgefiihrt. Es wurden dazu PVY infizierte (+PVY) beziehungsweise

Kontrollpflanzen (-PVY) verwendet und die Blattsticke einer zusatzlichen zweistiindigen
Hitzebehandlung bei 43T beziehungsweise Raumtemper atur (RT) unterzogen.

Das Konstrukt pRB35S-AtHsp70-2K74M-3cmyc wurde zur stabilen Transformation von
Tabak- und Arabidopsis-Pflanzen verwendet. Tabakpflanzen wurden als gut
transformierbares, heterologes System gewdahlt, um mogliche endogene ,Silencing“-Effekte
zu vermeiden. Die erste Selektion auf transgene Pflanzen erfolgte mittels Kanamycin. Von
den so identifizierten Pflanzen wurden die am starksten AtHsp70-2K74M-3cmyc-
exprimierenden Pflanzen mit Hilfe einer Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikorpern

ausgewahlt (Katrin Link, unveréffentlicht).

Die starkste AtHsp70-2K74M-3cmyc-Expression zeigten die Tabaklinien 2, 4 und 9, die unter
normalen Anzuchtbedingungen einen mit dem Wildtyp vergleichbaren Phanotyp besalien. In
Experimenten mit Hitzestress, bei denen Blattscheiben 1,5 Stunden bei 43T inkubiert und
dann die Intaktheit des Photosystems Il Uber Messung des Fv/IFm-Wertes mittels PAM-
Chlorophyll-Fluorometrie bestimmt wurde, wiesen die transgenen Pflanzen keine
Unterschiede zur Wildtyp-Kontrolle auf (Katrin Link, unveroffentlicht). Transgene
Nachkommen von AtHsp70-2K74M-3cmyc-Tabak Linie 2 wurden Uber Westernblot-Analyse
identifiziert und im Alter von sechs Wochen mit PVY uber Inokulation infiziert oder zur
Kontrolle mit Puffer behandelt. Ab acht Tagen nach Virusinfektion konnten Virussymptome
beobachtet werden, wobei sich jedoch weder in der Starke der Symptome noch im Virustiter

in systemischen Blattern signifikante Unterschiede zum Wildtyp zeigten (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Analyse der AtHsp70-2-K74M-3cymc-exprimierenden Ta  bakpflanzen

Nachkommen der transgene Tabakpflanze AtHsp70-2-K74M-3cmyc Linie 2 wurden neben Wildtyp-
SNN-Pflanzen im Gewéchshaus angezogen.

links: Representative Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikdrpern

Mitte: Phanotyp der Pflanzen 14 Tage nach Inokulieren mit (+) PVY beziehungsweise Puffer (-PVY)
rechts: 8 Tage nach dem Inokulieren wurde der Virustiter in systemisch infizierten Blattern tiber ELISA
bestimmt. Der Mittelwert des im ELISA bestimmten Virustiters wurde auf den Wert des Wildtyps
(100%) bezogen (n=12 mit Standardfehlerbalken).

Bei den transgenen AtHsp70-2-K74M-3cmyc-Arabidopsis-Pflanzen war die Expression der
ATPase-mutierten Form von AtHsp70-2 relativ schwach und nur in Linien 1 und 6 konnte
eine deutliche Bande in der Westernblot-Analyse detektiert werden (Katrin Link,
unverdffentlicht). Im Alter von vier Wochen wurden Nachkommen von AtHsp70-2-K74M-
3cmyc Linie 6 mit TuMV beziehungsweise Puffer inokuliert. Nach drei Wochen wurden
Proben fir eine Westernblot-Analyse von AtHsp70-2-K74M-3cmyc und fur die
Virustiterbestimmung Udber ELISA genommen. Es konnten makroskopisch keine
Unterschiede in den Virussymptomen zwischen Wildtyp und transgenen Linien beobachtet
werden. Der Uber ELISA bestimmte Virustiter von AtHsp70-2-K74M-3cmyc-exprimierenden

Pflanzen unterschied sich nicht signigikant vom Wildtyp (Abbildung 52).

AtHsp70-2- AtHsp70-2-
K74M-3cmyc WT K74M-3cmyc 150 -
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Abbildung 52: TuMV-Infektion von AtHsp70-2-K74M-3cmyc-Arabidopsis  -Pflanzen

Nachkommen von AtHsp70-2K74M-3cmyc Linie 6 und Wildtyp (WT)-Pflanzen wurden im Alter von 4
Wochen mit TuMV inokuliert.

Links: Representative Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikérpern

Mitte: Phanotyp der Pflanzen 3 Wochen nach dem Inokulieren mit TuMV (+TuMV) beziehungsweise
Puffer (-TuMV).

Rechts: Diagramm des TuMV-Virustiters in systemischen Blattern infizierter Pflanzen im Vergleich
zum Wildtyp (n>9 mit Standardfehlerbalken).
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Das gelegentliche Auftreten sehr kleiner Pflanzen mit rundlichen Blattern korrelierte nicht mit
der in der Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikdrpern gezeigten Expression der
mutierten Hsp70-2-Form und ist deshalb vermutlich auf sekundare Effekte zurickzufihren.
Auch in Hitzeschockexperimenten mit Keimlingen konnten bei transgenen Pflanzen keine
Anderung der Hitzetoleranz im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (Katrin Link,

unverdoffentlicht).

Bei Expression der mutierten Hsp70-Isoform AtHsp70-2-K74M in Tabak und Arabidopsis
konnten keine dominanten Effekte auf die Pflanzen beobachtet werden. Die Lokalisation des

entsprechenden GFP-Fusionsproteins entsprach der nicht mutierten Form.

2.2.4.3 Auswirkungen des Funktionsausfalls von Mitg liedern der
Hsp110/SSE-Unterfamilie

Da in der Hspl110/SSE-Unterfamilie nur drei Mitglieder, namlich AtHsp70-14, -15 und -16,
als cytosolisch vorhergesagt wurden, war es von besonderem Interesse, welche

Auswirkungen der Ausfall dieser Isoformen fiir die Pflanze nach sich zieht.

2.2.4.3.1 Untersuchung von amiRNA-Pflanzen zur Hera bregulierung
der Isoformen AtHsp70-14 und -15

Da wegen der hohen Sequenzidentitat von AtHsp70-14 und AtHsp70-15 eine Redundanz
der beiden Gene erwartet wurde und der Erhalt einer Doppel-KO-Mutante durch Kreuzen auf
Grund der benachbarten Lage sehr unwahrscheinlich war (Abbildung 27), sollten beide
Isoformen gleichzeitig tber artifizielle mikroRNA (amiRNA) herabreguliert werden. Diese
Technik ist besonders spezifisch, da eine nur 21 bp lange RNA-Sequenz tber den RNA
induzierten ,Silencing“-Komplex die Zielgen-Expression negativ reguliert (Schwab et al.,
2006).

2.2.4.3.1.1 Herstellung von amiRNA- AtHsp70-14/15 -Arabidopsis -Pflanzen

Die notwendige amiRNA-Sequenz wurde mit Hilfe des WMD2-Web microRNA Designer
(Schwab et al., 2006) ermittelt. Dem vorgeschlagenen Protokoll folgend wurde das amiRNA-
“Ruckrat” auf dem Vektor pRS300 mit den Primern 1J95-1J98 zur amiRNA-AtHsp70-14/15-
Kassette modifiziert und in den Stul-verdauten pCR-Blunt-Vektor zwischenkloniert. Die
amiRNA-AtHsp70-14/15-Kassette wurde Uber Restriktionsverdau mit Xbal und Xhol weiter in

den ebenso geschnittenen vom Pflanzenexpressions-Vektor pAF16 (Stadler et al., 2005)
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abgeleiteten Vektor pFV3 kloniert. Dessen etwa 1,7 kb grof3es Insert wurde zuvor tber einen
Verdau mit den gleichen Enzymen entfernt. Er besitzt einen 35S-Promotor aus CaMV, einen
ocs-Terminator und eine BASTA-Resistenzkassette (Vektorkarte im Anhang). Uber
Agrobakterien vermittelte Transformation wurde die T-DNA (Abbildung 53) in Arabidopsis
thaliana Col-0-Pflanzen eingebracht und so die Linie amiRNA-AtHsp70-14/15 generiert.

amiRNA-AtHsp70-14/15:
S-TTAAACATAAGACTCAACGGC-3’

BASTA-R

nos- pAG7-
Terminator Terminator Terminator

Abbildung 53: Schema der amiRNA- AtHsp70-14/15 -T-DNA

Zwischen rechter (RB) und linker Grenze (LB) der T-DNA liegt die amiRNA-AtHsp70-14/15-Kassette
(ami) reguliert Uber den 35S Promotor (35S) von CaMV und terminiert vom ocs-Terminator. Daruber
wird ein Modell der entstehenden RNA-Schleife und deren entscheidender Sequenzbestandteil
dargestellt. Das BASTA-Resistenz-Gen (BASTA-R) liegt zwischen nos-Promotor und pAG7-
Terminator.

2.2.4.3.1.2 Phanotyp-Analyse der amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Alle nach der Selektion mit BASTA erhaltenen vierzehn Priméartransformanden zeigten eine
geringere GrolRe als die transgene Kontroll-Linie PME1-9 (Kathrin Paulus, unveréffentlicht).
Bei der Kontroll-Linie handelt es sich um transgene Pflanzen, bei denen in analoger Weise
ein amiRNA-Konstrukt gegen die beiden Pektin-Methyl-Esterasen At1g53830 and At3g14310
eingefihrt, aber keine eindeutige Herabregulierung des Zieltranskripts nachgewiesen wurde
und bei denen ein wildtyp-artiger Phanotyp vorliegt.

Uber eine Northernblot-Analyse mit einer Sonde gegen AtHsp70-14/15 konnte die
Herabregulierung von AtHsp70-14/15 in den amiRNA-AtHsp70-14/15-Priméartransformanden
festgestellt werden. Die Nachkommen der Priméartransformanden 2, 4, 6 und 12 spalteten mit
einem Mendelschen Verhéltnis von 3:1 in BASTA-resistente zu BASTA-sensitive Pflanzen
auf, weshalb es sich mit grofdter Wahrscheinlichkeit um Linien mit nur einer T-DNA-Insertion
handelt. Das Wachstumsdefizit und die Herabregulierung der Transkriptmenge von AtHsp70-
14/15 blieb in den Nachkommen erhalten (Abbildung 54).
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Abbildung 54: Charakterisierung der amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Nachkommen der amiRNA-AtHsp70-14/15-Priméarpflanzenlinien 2, 4, 6 und 12 und transgene
Kontrollpflanzen wurden auf Erde unter Standardbedingungen angezogen und Uber BASTA
selektioniert.

links: Phanotyp von 8 Wochen alten Pflanzen

rechts: Northernblot-Analyse der zugehérigen Blatt-RNA mit einer Sonde gegen AtHsp70-14/15.
Aufgetragen wurden 22 pg RNA je Spur, das korrespondierende RNA-Gel dient als Ladekontrolle.

Da diese Linien sehr ahnliche Wachstums- und Welke-Eigenschaften zeigten (beispielhaft
Biomassevergleich in Abbildung 55), wurden fir die meisten weiteren Versuche
hauptsachlich Nachkommen der Linie 4 verwendet und, wenn nicht anders angegeben, im

Folgenden gezeigt.
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Abbildung 55: Gewichtsvergleich von amiRNA- AtHsp70-14/15 -Linien

Verglichen wird das Rosettenfrischgewicht von Nachkommen der verschiedenen Linien im Alter von 8
Wochen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler (n=21/10 fur Kontrolle/ amiRNA-Linien, *
signifikant im T-Test mit p<0.05)

Neben der verringerten GroRe besalen die amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen eine leicht
verénderte Blattmorphologie, welche sich aul3erdem in einer leichten Deformation der Bliten
auRRerte (Abbildung 56).
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Transformierte Kontrolle amiRNA-AtHsp70-14/15

Blite deformierte Blite

Abbildung 56: Blitenphénotyp der amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen
Zur Blutenbildung wurden die unter Standardbedingungen angezogenen Pflanzen ins Gewéachshaus
mit mindestens 16 Stunden Beleuchtung tUberfuhrt.

2.2.4.3.1.3 Untersuchung der Stomatadffnung von ami  RNA-AtHsp70-14/15-

Pflanzen

Da von amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen abgetrennte Blatter wesentlich schneller
verwelkten als Blatter von Kontrollpflanzen, wurden die Stomata untersucht. Unter dem
Lichtmikroskop konnte festgestellt werden, dass die Stomata von amiRNA-AtHsp70-14/15-
Pflanzen im Gegensatz zu den Kontrollpflanzen wahrend der Analyse gedéffnet waren (siehe
Abbildung 57 links). Die Anzahl der Stomata pro Blattflache, welche Uber Auszahlen
bestimmt wurde, war nicht signifikant verschieden zwischen den Linien. Wildtyppflanzen
besalen durchschnittlich 173 und amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen 175 Stomata pro
Quadratmillimeter (siehe Abbildung 57 rechts).
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Abbildung 57: Untersuchung des Welkens und der Stomata von amiRNA  -AtHsp70-14/15 -
Pflanzen

links: Abgeschnittene Blatter von amiRNA-Hsp70-14/15- und Kontroll-Pflanzen wurden unter
ambienten Bedingungen fur 3 Stunden inkubiert. Im Ausschnitt wird eine VergrolRerung der Stomata
im Licht-Mikroskop gezeigt.

rechts: Uber Auszéhlen der Stomata auf Mikroskopaufnahmen wurde der Mittelwert der Anzahl der
Stomata pro Quadratmillimeter bestimmt (mit Standardfehlerbalken, n=9, p>0,05).
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Um die Stomatatffnung zu quantifizieren wurden Gaswechselmessungen durchgefihrt, wie
im Methodenteil beschrieben. Hierbei korreliert die Wasserleitfahigkeit mit der
Stomatadffnung. Die Wasserleitfahigkeit war in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen wesentlich
hoher als in den Kontrollpflanzen. AuRerdem reagierten amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen
nicht angemessen auf Verédnderungen der Licht-, Feuchtigkeits- und CO,-Bedingungen.
Sogar Besprihen der Pflanzen mit 50 puM Abszisinsaure (ABA), das den Stomataschluss
reguliert, fihrt nicht zu einer signifikanten Abnahme der Wasserleitfahigkeit wie in den
Kontrollpflanzen (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Analyse der Stomata-Offnung von amiRNA-  AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Uber Gasaustausch-Messung wurde die Wasserleitfahigkeit g(H,O) von nicht dunkel adaptierten
Blattern der Kontroll- und amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen bestimmt, die eine Stunde zuvor mit
50 uM ABA (+ABA) beziehungsweise mit Puffer bespriht worden waren (mit Standardfehlerbalken,
n=12, * signifikant mit p<0,05).

Jedoch kann ausgeschlossen werden, dass die amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen
grundséatzlich ABA-insensitiv waren, da ihre Keimung wie bei den Kontrollpflanzen und wie
bei Wildtypen zuvor veréffentlicht (Hugouvieux et al., 2001; Liu et al., 2007) durch steigende
Mengen an ABA im Nahrmedium verzogert wird. Die amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen
schienen sogar noch spéater zu keimen, weshalb sie mdglicherweise sogar hypersensitiv
gegeniuber ABA sein kénnten. AuRerdem bildeten sich nach wiederholtem Besprihen von
adulten amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen &hnliche Seneszenzsymtome aus wie bei
Kontrollpflanzen (Abbildung 59).
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Abbildung 59: Applikation von ABA auf amiRNA-  AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Oben: Das Foto zeigt 5 Tage alte Keimlinge, welche auf Medium ohne oder mit 0,5 beziehungsweise
1 uM ABA gesat worden waren (Standardbalken = 1mm).

Unten: Dargestellt sind Blattrosetten von 10 Wochen alten Pflanzen, die 5 Tage lang wiederholt mit
Puffer oder 50 beziehungsweise 100 uM ABA-L8sung bespriiht worden waren.

2.2.4.3.1.4 TuMV-Infektionsexperimente an amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Da molekulare Chaperone eine wichtige Rolle bei der Virusinfektion spielen und eine
Virusinfektion eine Mdglichkeit darstellt eine Akkumulation von Proteinen auszultsen,
wurden amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen mit TuMV inokuliert. Die Kontroll-Linie entwickelte
deutliche Virussymptome wie verminderten Wuchs und gekerbte eingerollte, junge Blatter,
wohingegen bei amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen nur leichte Virussymptome beobachtet
werden konnten (Abbildung 60 links). Drei Wochen nach dem Inokulieren betrug der
prozentuale Verlust an Frischgewicht von TuMV- zu Puffer-behandelten Individuen bei

amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen (13%) signifikant weniger als bei den Kontrollpflanzen
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(37%). Der Virustiter, welcher Uber ELISA bestimmt wurde, war fir amiRNA-AtHsp70-14/15-
Pflanzen nur 14% in lokal inokulierten Blattern (2 Wochen nach dem Inokulieren) und 22% in
systemischen jingeren Blattern (3 Wochen nach dem Inokulieren) bezogen auf den Virustiter
der Wildtyppflanzen (Abbildung 60 rechts).
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Abbildung 60: TuMV-Infektion von amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

5 Wochen alte amiRNA-AtHsp70-14/15- und transformierte Kontrollpflanzen wurden mit TuMV
(+TuMV) oder mit Puffer (-TuMV) inokuliert.

links: Phanotyp der Pflanzen 3 Wochen nach dem Inokulieren.

Rechts: Der Titer des TuMV-Kapsidproteins wurde mittels ELISA mit spezifischen Antikérpern
bestimmt und die transformierte Kontrolle auf 100% gesetzt (mit Standardfehlerbalken, n=30,
*signifikant im T-Test mit p<0.05). Lokale Proben wurden 2 Wochen nach Inokulieren von den
behandelten Blattern genommen und systemische Proben 3 Wochen nach Inokulieren von jiingeren
Blattern.

AulRerdem wurde Uber eine Northernblot-Analyse gezeigt, dass die Herabregulierung von
AtHsp70-14/15 durch das amiRNA-Konstrukt auch bei Virusinfektion erhalten blieb und das
Transkriptlevel des Viruskapsidproteins drei Wochen nach Inokulation viel geringer war als

bei den Kontrollpflanzen (Abbildung 61).
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Abbildung 61: Transkriptanalyse von TuMV-infizierten amiRNA-  AtHsp70-14/15 -Pflanzen

3 Wochen nach Inokulieren von 5 Wochen alten Pflanzen mit TuMV (+TuMV) oder Puffer (-TuMV)
wurde eine Northernblot-Analyse mit RNA aus jingeren Blattern durchgefiihrt. Die Hybridisierung
erfolgte mit Sonden gegen AtHsp70-14/15 und die Sequenz des TuMV-Kapsidprotein. Als
Ladekontrolle wird das entsprechende RNA-Gel mit 22 ug RNA pro Spur gezeigt.
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2.2.4.3.1.5 Hitzebehandlung von amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Da viele Hitzeschockproteine bei Hitze vermehrt exprimiert werden und Einfluss auf die
Hitzetoleranz zeigen, wurden Untersuchungen nach Hitzebehandlungen durchgeftihrt.

Der Verlauf der Hsp70-14/15-Expression bei einem Hitzeschock wurde unter Bedingungen
getestet, bei denen makroskopisch keine Beeintrachtigung durch die Behandlung erkennbar
war, um mdoglichst keine irreversiblen Stérungen zu erzeugen. Dazu wurden etwa acht
Wochen alte, unter Kurztagbedingungen angezogene Pflanzen zwei Stunden bei 48T im
Inkubator dunkel inkubiert und anschlielend wieder den normalen Kurztag-Bedingungen
unterworfen. Vor und 2, 6, 24 (72, 96) Stunden nach Beginn dieser Behandlung wurden
Blattproben verschiedener Individuen enthommen und vereinigt. Die daraus isolierte RNA
wurde fur eine Northernblot-Analyse verwendet (Abbildung 62). Nach dem Hybridisieren mit
einer Sonde gegen Hsp70-14/15 erkennt man, dass nach 2 Stunden, also am Ende der
Hitzebehandlung, ein starker Anstieg der Transkriptmenge von Hsp70-14/15 stattfand, die
nach 6 Stunden, also 4 Stunden nach der Hitzebehandlung wieder auf das Grundniveau
zuriickgegangen ist. Dieses Regulationsmuster der AtHsp70-14/15-RNA infolge der
Hitzebehandlung ist auch in den amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen erkennbar, obwohl die
Herabregulierung der Ziel-Gene erhalten bleibt und es auRerdem den Anschein hat, dass

nach 6 Stunden der Ausgangswert sogar unterschritten wird.

Transform. amiRNA- amiRNA- Transform.
Kontrolle AtHsp70- AtHsp70- Kontrolle
Setl 14/15#2 14/15#4 Set 2
= e T C C  C C
Sd6y ©Jloy SNwvsdJyY ST©6IUG

Abbildung 62: Transkriptanalyse von amiRNA- AtHsp70-14/15 nach einer Hitzebehandlung

Es wurde RNA aus Blattern von 8 Wochen alten amiRNA-AtHsp70-14/15- und Kontroll-Pflanzen
isoliert, welche 2 Stunden bei 48T inkubiert wurde n. Angegeben sind die Stunden (h) nach Beginn
der Behandlung. Gezeigt ist die zugehorige Northernblot-Analyse mit einer Sonde gegen Hsp70-14/15
und dem RNA-Gel als Beladungskontrolle.

Zur Bestimmung der Hitzetoleranz wurde eine fur die Pflanzen grenzwertige Behandlung
angewendet. Pflanzen im Alter von etwa vier Wochen wurden einer 5-tagigen
Hitzebehandlung bei 38T unterzogen. Nach einer 5-tagigen Erholungsphase unter
Normaltemperatur (Abbildung 63) besaR die Kontroll-Linie eine Uberlebensrate von ungefahr
93% und amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen von nur etwa 9% (n=55), wobei die

62



ERGEBNISSE

uberlebenden amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen im Gegensatz zur Kontrolllinie nach der
Hitzebehandlung starke Blattschaden aufwiesen (Abbildung 63 links).

AulRderdem wurde beobachtet, dass wahrend der Hitzebehandlung im Gegensatz zu
amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen die Kontroll-Pflanzen eine stark nach oben gereckte
Blattstellung (Abbildung 63 Mitte) aufwiesen.

4 Wochen 5 Tage 5 Tage

18°/22°C 18°/22°C

Trans-
formierte
Kontrolle

amiRNA-
AtHsp70-
14/15

Abbildung 63: 5-tagige Hitzebehandlung bei 38T von amiRNA-  Hsp70-14/15-Pflanzen

4 Wochen alte amiRNA-Hsp70-14/15- und Kontroll-Pflanzen, die unter Standardbedingungen
angezogen wurden, wurden einer 5-tdgigen Hitzebehandlung unterzogen.

oben: Schema des Versuchsablaufs

unten: Phéanotyp der Pflanzen im Verlauf des Experiments, wobei nur Uberlebende Pflanzen gezeigt
werden (in der zweiten Spalte wird eine Seitenansicht gezeigt).

2.2.4.3.1.6 Transkriptom-Analyse von amiRNA- AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Es wurden Mikroarray-Analysen von zwei unabh&ngigen Experimenten durchgefihrt, bei
denen RNA aus Blattern von acht Wochen alten, unter Standardbedingungen gewachsenen
Pflanzen isoliert wurde. Es wurde jeweils ein Blatt von 10 Individuen der amiRNA-AtHsp70-
14/15 Linien 2 oder 4 und der Kontrollpflanzen (im Replikat) verwendet. Die Transkriptmuster
der Linien 2 und 4 waren in einem Experiment &hnlicher zueinander als zur gleichen Linie im
nachsten Experiment, wobei die Unterschiede &hnlich stark waren wie bei den Replikaten
der Kontroll-Pflanzen, weshalb die Linien 2 und 4 im Weiteren als Replikate der amiRNA-
AtHsp70-14/15-Pflanzen behandelt wurden. Das Genexpressionsmuster der amiRNA-
AtHsp70-14/15-Pflanzen konnte deutlich von dem der Kontrollpflanzen unterschieden
werden. Bei den amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen waren 515 Mikroarray-Elemente, welche
63



ERGEBNISSE

444 Gen-Loci zugeordnet werden konnten, signifikant mehr als 2-fach (mit einem p-Wert
< 0,05) hoch-reguliert und 689 Mikroarray-Elemente, entsprechend 542 Gen-Loci, weniger
als 0,5-fach herunter-reguliert im Vergleich zur Kontrolllinie. Die funktionelle Einteilung nach
LAnnotation fir den biologischen Prozess” wurde mit dem TAIR-Internet-Werkzeug ,Bulk
Data Retrieval® (http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp) durchgefihrt (Abbildung
64). Hierbei besonders aufféllig sind Gene, die zur Stressantwort (10% hoch-reguliert und
12% herunter-reguliert), zu Antworten auf biotische und abiotische Reize (9% hoch und 9%

herunter) beziehungsweise zur Signalleitung (3,4% herunter) gerechnet werden.

herunter-reguliert hoch-reguliert

andere zellulare Prozesse

andere metabolische Prozesse
unbekannte biologische Prozesse

Proteinmetabolismus
andere biologische Prozesse
Transport
Signaltransduktion
Entwicklungsprozesse
Transkription
Zell-Organisation und Biogenese
DNA - oder RNA-Metabolismus
Elektronen- oder Energietransfer

20 15 10 5 0 Prozent der Annotationen 0O 5 10 15 20

Abbildung 64: Einteilung der differentiell regulierten Gene in am iIRNA-AtHsp70-14/15 -Pflanzen

Es wird die Einteilung der differentiell regulierten Gene nach Annotation fir den biologischen Prozess
durch das TAIR-Internet-Werkzeug ~Bulk Data Retrieval*
(http://www.arabidopsis.org/tools/bulk/index.jsp ) gezeigt.

Die auffalligsten unter den Genen mit hohem Transkipt-Level sind 27 Hitzeschock-Gene und
—Faktoren oder Gene, die Sequenzahnlichkeiten zu den Hitzeschockproteinen besitzen. Die
erhohte Transkriptmenge von AtHsp70-4 und AtHSfA2 in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen
konnte zusatzlich in Northernblot- beziehungsweise gPCR-Analysen bestatigt werden. Der
Hitzeschockmarker AtHsp70-5 zeigte keine signifikante Erhdhung. Aus der Hitze-Gruppe
befindet sich aul3er den Zielgenen des amiRNA-Konstrukts AtHsp70-14/15 nur AtHSfA8
(Atlg67970) unter den herunter-regulierten Genen. Weiterhin stechen unter den Genen mit
starker Hoch-Regulierung solche hervor, die an der Anthocyanin-Biosynthese (wie DFR,
LDOX und At5MAT) und an der Lipid-Bindung (LTP2, LTP3, LTP4) beteiligt sind. Dies sind
haufige Erscheinungen bei Stressantworten. AufRerdem wurde die etwa 9-fache Hoch-

Regulierung von PPI2 (At3g15340), einem Protonenpumpen-Interaktor, beobachtet.
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Unter den stark herunter-regulierten Genen fallen am meisten verschiedene
Transkriptionsfaktoren (wie WRKY38, WRKY46, WRKY50, WRKY51, WRKY58, WRKY62)
und  Signalleitungskomponenten (80 Gene mit Kinaseaktivitat) auf. WRKY-
Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei Antworten auf biotischen und
abiotischen Stress (Wu et al., 2005).

Aufgrund dieser Hinweise auf Stressantworten wurde wie im Methodenteil beschrieben eine
Cluster-Analyse der differentiell exprimierten Gene mit denen aus offentlich verfigbaren
Daten fir Hitze-, Trocken- und Salzstress-Experimente mit Keimlingen (Kilian et al., 2007;
Swindell et al., 2007) und fir Hitze- oder Azetidin-2-carbonsaure (AZC)-Behandlung von
adulten Blattern (Sugio et al., 2009) durchgefiihrt. Das Datenset der amiRNA-AtHsp70-
14/15-Pflanzen flgte sich in den gréReren Ast der Hitzeexperimente ein und dort mit gré3ter
Ahnlichkeit zur AZC-Behandlung. Trotz einiger Veranderungen innerhalb der Aste wurden

ahnliche Ergebnisse auch bei Anwendung weiterer Algorithmen erhalten.

< = To}

& & 8 ﬁ%%gﬁ%ﬁﬁﬁgﬁﬁgg
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Abbildung 65: Clusteranalyse der amiRNA- AtHsp70-14/15 mit veroffentlichten Daten

Die Graphik zeigt das Ergebnis der Cluster-Analyse der Mikroarray-Daten von amiRNA-AtHsp70-
14/15-Pflanzen (amiH14/15) und offentlich zuganglichen Datensatzen zu Trocken-, Salz- und
Hitzestress von Keimlingen (Kilian et al., 2007; Swindell et al., 2007) zu verschiedenen Zeitpunkten in
Stunden (h) nach Beginn der Stressbehandlung und von Hitze- (Blatt) und AZC-Behandlung von
adulten Blattern (Sugio et al., 2009).

Die Behandlung mit AZC, einem Prolin-Analog, fihrt zu ungefalteten Proteinen und wurde
wie Hitze zur Charakterisierung der cytosolischen Protein-Antwort (cytosolic protein
response, kurz CPR) verwendet (Sugio et al., 2009). 36 von 149 Genen, welche bei CPR
hochreguliert sind, sind auch in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen hoch-reguliert. Bei den
meisten handelt es sich um Hitzeschock-Gene oder —Faktoren (Tabellel1). Hsp70-5-Induktion
wurde als typisch fir Hitze- aber nicht fir AZC- oder Virus-Behandlung identifiziert (Aparicio
et al., 2005). In amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen ist Hsp70-5 nicht signifikant hoch-reguliert.
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Tabelle 1: Schnittmenge der differentiell hoch-regulierte Gene
und bei CPR

Die Tabelle listet die Gene auf, die sowohl in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen (ami) als auch
wahrend der CPR hoch-reguliert sind. Die Daten fiir die CPR stammen aus der zusatzlichen Tabelle 2
Datenblatt ,HS.AZC.up“ von Sugio et al. (2009).

in amiRNA- Hsp70-14/15-Pflanzen

x-fache Locus Annotation

Anderung

ami |CPR

Hitzeschock-Gene und -Faktoren

158 | 26

AT4G25200

ATHSP23.6-MITO (MITOCHONDRION-LOCALIZED SMALL HEAT SHOCK
PROTEIN 23.6)

62 | 19

AT5G12030

AT-HSP17.6A (Arabidopsis thaliana heat shock protein 17.6A)

59 | 60

AT1G53540

17.6 kDa class | small heat shock protein (HSP17.6C-Cl) (AA 1-156)

29 46

AT5G12020

HSP17.611 (17.6 KDA CLASS Il HEAT SHOCK PROTEIN)

25 | 39

AT1G71000

DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein

25 | 64

AT5G51440

23.5 kDa mitochondrial small heat shock protein (HSP23.5-M)

18 | 36

AT3G12580

HSP70 (heat shock protein 70)

6

=
oo

AT3G46230

ATHSP17.4 (Arabidopsis thaliana heat shock protein 17.4)

27

AT2G29500

17.6 kDa class | small heat shock protein (HSP17.6B-ClI)

35

AT2G26150

ATHSFAZ2 (Arabidopsis thaliana heat shock transcription factor A2

22

AT5G52640

HSP81-1 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-1); ATP binding

7

AT5G02490

heat shock cognate 70 kDa protein 2 (HSC70-2) (HSP70-2)

23

AT1G74310

ATHSP101 (HEAT SHOCK PROTEIN 101)

82

AT5G37670

15.7 kDa class I-related small heat shock protein-like (HSP15.7-Cl)

13

AT2G20560

DNAJ heat shock family protein

AT2G32120

HSP70T-2; ATP binding

Wlh|A|hhjOjOI|[OT|N |0

AT1G54050

17.4 kDa class Ill heat shock protein (HSP17.4-CllI)

Andere

AT4G23680

major latex protein-related / MLP-related

AT4G12400

stress-inducible protein, putative

AT4G23493

unknown protein

AT1G72660

developmentally regulated GTP-binding protein, putative

AT5G12110

elongation factor 1B alpha-subunit 1 (eEF1Balphal)

AT3G53230

cell division cycle protein 48 (CDC48), putative

AT5G48570

peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative / FK506-binding protein, putative

AT1G17870

ATEGY3

AT4G29770

similar to unknown protein [Arabidopsis thaliana]

AT3G09350

armadillo/beta-catenin repeat family protein

AT3G29810

COBL2 (COBRA-LIKE PROTEIN 2 PRECURSOR)

AT1G30070

SGS domain-containing protein

AT5G25450

ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14 kDa protein, putative

AT3G07150

similar to hypothetical protein [Vitis vinifera] (GB:CAN68821.1)

AT3G17110

pseudogene, glycine-rich protein

AT1G09140

ATSRP30.1 (ARABIDOPSIS THALIANA SERINE/ARGININE PROTEIN
30.1)

21

AT1G14980

CPN10 (CHAPERONIN 10)

AT2G46240

BAG6 (ARABIDOPSIS THALIANA BCL-2-ASSOCIATED ATHANOGENE 6)

NININI N INWWWW(hlO|N|N|N|0O

62

AT1G31280

AGO2 (ARGONAUTE 2)
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei den amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen die
Transkriptmenge der Zielgene AtHsp70-14 und AtHsp70-15 herunter-reguliert werden
konnte. Die Pflanzen zeigten einen deutlich von den Kontroll-Pflanzen abweichenden
Phanotyp mit vermindertem Wachstum, beschleunigtem Welken wegen vermindertem
Stomataschluss, erhéhter Virustoleranz, verringerter Hitzetoleranz und einer konstitutiven
Hitzeschock- /CPR-Antwort.

2.2.4.3.2 ldentifizierung und  Charakterisierung  von T-DNA-

Insertionsmutanten der Hsp110/SSE-Unterfamilie

Zur Untersuchung der Auswirkung des Ausfalls einzelner cytosolischer Mitglieder der
Hsp110/SSE-Unterfamilie wurden T-DNA-Insertionslinien analysiert (Abbildung 66).

7— SALK_082815
" r— S R BN B W B AtHsp70-14

SAIL_830_C08
1332 1139
AtHsp70-15
SALK_125951
AtHsp70-16

0 .1000b _2000b 3000b.
[ [ [ "

Abbildung 66: Lage der T-DNA-Insertionen in  AtHsp70-14,-15 und —16

Gezeigt wird die Exon-Intronstruktur der Gene vom Startkodon ATG bis zum Stoppkodon (St) mit
GrolRenvergleich, wobei die Lage der T-DNA-Insertionen der verschiedenen KO-Linien mit Richtung
der linken Grenze (runder Pfeil) und die verwendeten Primer (eckige Pfeile) schematisch
eingezeichnet wurden.

Fur AtHsp70-14 (SALK_082815), AtHsp70-15 (SAIL_830_C08) und AtHsp70-16
(SALK 125951) konnten homozygote T-DNA-Insertions-Pflanzen tber Selektion und PCR-
Analysen von genomischer DNA identifiziert werden. Der Transkriptausfall konnte Gber RT-
PCR-Analysen bestatigt werden (Abbildung 67), weshalb die Linien im Folgenden als hsp70-
14 KO, hsp70-15 KO und hsp70-16 KO bezeichnet werden.
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Abbildung 67: Phanotyp der KO-Linien fiir die cytosolischen Hsp110  /SSE-Isoformen

oben: RT-PCR-Analyse von cDNA der T-DNA-Insertionslinien mit spezifischen Primern (Tabelle 20)
zum Nachweis des Transkriptausfalls und Actinprimern zur Kontrolle, daneben der Phanotyp von
sieben Wochen alten Pflanzen

unten:  TuMV-Infektionsexperiment mit  Virustiterbestimmung Uber ELISA (n=20 mit
Standardfehlerbalken, * signifikant im T-Test mit p<0.05) und daneben der Phanotyp der Pflanzen drei
Wochen nach dem Inokulieren mit TuMV (+TuMV) beziehungsweise Puffer (-TuMV).

Die hsp70-14 KO- und hsp70-16 KO-Pflanzen besitzen einen wildtyp-artigen Phanotyp und
unveranderte Suszeptibilitit gegentuber TuMV (Abbildung 67). Im Gegensatz dazu gleicht
der Phanotyp von hsp70-15 KO-Pflanzen den amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen mit
verstarktem Welken auf Grund offener Stomata, vermindertem Wachstum, leicht anormaler
Blatt- und Blatenmorphologie, erhohter Toleranz gegeniber TuMV (Abbildung 67 und
Abbildung 68) und erhdhter HsfA2-Transkriptmenge unter Standardbedingungen.

Um zu kontrollieren, dass die T-DNA-Insertion in den hsp70-15 KO-Pflanzen keine
Deletionen oder anderen Veranderungen im benachbarten AtHsp70-14 verursacht hatte,
wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt. Die genomische Sequenz von AtHsp70-14 war in
hsp70-15 KO-Pflanzen vom Promotorbereich (1kb vor dem Start-ATG) bis in den 3’ nicht-
translatierten Bereich (200 bp hinter dem Stoppkodon) nicht mutiert. Da auf3erdem in den
hsp70-15 KO-Pflanzen das AtHsp70-14-Transkript Uber RT-PCR-Analyse nachgewiesen
werden konnte, wird von einer unbeeintrachtigten Hsp70-14-Expression in hsp70-15 KO-
Pflanzen ausgegangen und somit davon, dass der Ausfall von Hsp70-15 fur den bei hsp70-

15 KO- und amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen beobachteten Phanotyp verantwortlich ist.
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WT Col-0 hsp70-15 KO WT Col-0 hsp70-15 KO

3h ambient

Transformierte amiRNA- ] _
Kontrolle AtHsp70-14/15 WT Col-0 hsp70-15 KO

Abbildung 68: Untersuchung von hsp70-15 KO-Pflanzen

WT-, hsp70-15 KO-, transgenen Kontroll- und amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen wurden unter
Standardbedingungen angezogen.

links: GroRenvergleich verschiedenen Linien

rechts oben: Von der Pflanze abgetrennte Blatter wurden fur drei Stunden unter ambienten
Bedingungen inkubiert. Im Ausschnitt wird eine VergréRerung der Stomata im Lichtmikroskop gezeigt
rechts unten: Phanotyp der Blitenstande

2.2.5 Untersuchung der potentiellen Funktion von At Hsp70-14
und AtHsp70-15 als NEF Uber ein

Hefekomplementationsexperiment

Aufgrund der Homologie zu SSE1 aus Hefe wurde fur AtHsp70-14 und AtHsp70-15 eine
Funktion als Nukleotid-Austauschfaktor in Erw&gung gezogen. Um zu untersuchen, ob
AtHsp70-14 und AtHsp70-15 SSE1 in Hefe funktionell ersetzen konnen, wurde ein
Komplementationsansatz gewahlt. Die SSE1- Deletionsmutante (sselD) zeigt besonders bei
erhohter Temperatur ein Wachstumsdefizit im Vergleich zum zugehdrigen Hefe-Wildtyp-
Stamm W303 (Raviol et al., 2006b). Zur Konstruktion von Expressionsplasmiden wurden die
Eingangsplasmide von AtHsp70-14 und AtHsp70-15 ohne Stoppkodon (pPENTR-AtHsp70-
14/15-st, siehe 2.2.2) Uber LR-Reaktion mit pYES-GW-3cmyc rekombiniert. In den
enstandenen Plasmiden pYES-AtHsp70-14-cmyc und pYES-AtHsp70-15-cmyc stehen die
beiden AtHsp70-lsoformen unter Kontrolle eines durch Galaktose induzierbaren Promotors

und besitzen einen angehangten 3cmyc-Affinitatstag.
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Die wachstumsdefiziente Mutante wurde mit den Plasmiden pYES-AtHsp70-14-cmyc, pYES-
AtHsp70-15-cmyc oder leerem Vektor pYES2 transformiert. Wegen des auf dem Plasmid
vorhandenen Auxotrophiemarkers URA3 wurden die transformierten Zellen auf Uracil-
Mangelmedium selektioniert. Die Expression der Fusionsproteine konnte Uber einen
Westernblot mit cmyc-spezifischen Antikbrpern gezeigt werden (Abbildung 69 links). Die
Fusionsproteine liegen bei einer Grol3e von etwa 140 kDa.

Wie jedoch beim Aufstempeln einer Verdinnungsreihe der verschiedenen Linien auf
Induktionsmedium mit Galaktose erkannt werden kann (Abbildung 69 rechts), findet keine
signifikante Komplementation der Deletionsmutante durch die Plasmide statt. Die
Deletionsmutante sselD und die mit den Expressionsplasmiden transformierten
Deletionsmutanten sselD + pYES2 (Vektorkontolle), sselD + AtHsp70-14-cmyc und sselD +
AtHsp70-15-cmyc wachsen schlechter als der Wildtypstamm W303.

Somit kann SSE1 offensichtlich nicht durch AtHsp70-14-cmyc oder AtHsp70-15-cmyc

funktionell ersetzt werden.

Anti-cmyc _ssel
o 9 37°CYPD-Gal oD1 1:5 1:25 1:125 1:625
e €
S 8 +Hsp70-14cmyc
< 9
S L 8 2
QL 2 g 3 | +Hsp70-15cmyc
® o T T > 0
kDA = 93 + ¥ 7
~250 — +Vector
~130 —
s W303

Abbildung 69: Hefe-Komplementations-Experiment mit AtHsp70-14-cm  yc und AtHsp70-15-cmyc
Die Hefe-Deletionsmutante ssel wurde mit Konstrukten zur Expression von Hsp70-14-cmyc- und
Hsp70-15-cmyc-Fusionsproteinen und der zugehérigen Vektorkontrolle pYES2 transformiert und
neben dem Wildtyp W303 auf Induktionsmedium angezogen.

Links: Westernblot-Analyse von Proteinextrakten mit Anti-cymc-Antikérpern

Rechts: Verdinnungsreihe der Hefelinien nach 2 Tagen bei 37C
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3 Diskussion

3.1 Interaktion von Hsp40-Proteinen und Potyviren

Die Interaktion von Viruskapsid- oder Transport-Proteinen mit Hsp40-Proteinen wurde far
verschiedene Virustypen Uber Hefe-2-Hybrid-Ansatze gefunden und durch andere Methoden
zur Untersuchung von Protein-Interaktionen bestatigt (Soellick et al., 2000; Hofius et al.,
2007; Shimizu et al., 2009). Bei den erwdhnten Analysen wurden Virusproteine aus PVY,
einem Potyvirus, TSWV, einem Tospovirus, und TMV, einem Tobamovirus, als Interaktions-
.Koder" benutzt. Da in allen drei Fallen priméar jeweils nur ein Protein identifiziert wurde, das
aufgrund seiner J-Doméne als Hsp40-Protein eingestuft werden kann, scheint es sich um
sehr spezifische Interaktionen zu handeln.

Es wurde vermutet, dass Hsp40-Proteine eine wichtige Rolle fur die Virusinfektion spielen,
da sie den Kontakt zu Hsp70-Proteinen vermitteln und dadurch fir den
Zusammenbau/Abbau der Viruspartikel und/oder die Verbreitung der Viren von Bedeutung
sind (Mayer, 2005). Diese These wird dadurch unterstitzt, dass die Expression von einigen
Hsp40-Proteinen ohne J-Domane, sogenannten dominant negativen Formen, in Pflanzen zur
erhdhten Toleranz gegeniber dem betreffenden Virus fuhrte (Hofius et al.,, 2007). Die J-
Doméane stellt die Interaktionsdoméane mit den Hsp70-Proteinen dar, durch die die ATP-
Hydrolyse stimuliert wird (Kelley, 1998).

Der C-terminale Bereich von NtCPIP1 reicht zur Bindung mit dem Viruskapsidprotein von
PVY aus. Fur diese Bindung wird nur die sogenannte Kern-Region des Virusproteins
bendtigt (Hofius et al., 2007). Die Struktur dieser Interaktion ist von grof3tem Interesse, weil
sie dazu beitragen konnte neue Strategien zu entwickeln, um die Infektion von Pflanzen
durch Viren zu verhindern. Fir einzelne Doméanen der Hefehomologen Sisl und Ydjl
existieren gute Rontgenstrukturen (Sha et al., 2000; Li et al., 2003). Die Analysen dieser
Strukturen lassen vermuten, dass eine hydrophobe Grube in der ersten Doméane des C-
terminalen Bereichs wichtig fur die Bindung von hydophoben Aminosdureresten des
Substrats ist. Jedoch gibt es vermutlich wegen der beweglichen G/F-reichen Region bisher
keine Strukturanalysen fir vollstandige Hsp40-Proteine. Und noch sehr wenig ist Uber die

Strukturbiologie der Potyviren bekannt.
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3.1.1 Intrazellulare Lokalisation der Interaktoren

Fur die Viruskapsidproteine von TuMV und PVY wurden Uber GFP-Fusionen eine
cytosolische und nukleare Lokalisation nachgewiesen. Gleiches gilt fir die Hsp40-Proteine
NtCPIP1, NtCPIP2a, AtDjB23 und AtDjB22 bei maliger transienter Expression (siehe 2.1.1).
Fur NtCPIP1, NtCPIP2a und AtDjB23 wurde zusétzlich zur in vitro-Interaktion mit den
Kapsidproteinen auch in vivo tber BiFC-Analysen eine Kolokalisation im Cytosol bestatigt
(Hofius et al., 2007 und unveroffentlicht). Bei der Bimolekularen Fluoreszenz-
Komplementation (BiFC) wurden die zu testenden Proteine jeweils in Fusion mit einer Halfte
eines Fluoreszenz-Proteins transient koexprimiert. Bei rdumlicher N&he aufgrund einer
Interaktion der Partner kann sich das Fluoreszenz-Protein derart aneinanderlagern, dass die
Fluoreszenz wiederhergestellt wird und detektiert werden kann (Walter et al., 2004). Eine
technische Schwierigkeit liegt jedoch in der teilweise sehr hohen Hintergrundstrahlung. Uber
BiFC konnte gezeigt werden, dass AtDjB23 mit sich selbst interagiert, was mit Berichten aus
anderen Organismen Ubereinstimmt, die eine Dimerisierung von Hsp40-Molekilen
beschreiben (Flynn et al., 1991; Sha et al., 2000; Li et al., 2003; Shi et al., 2005). Jedoch
erlaubte der hohe Hintergrund keine aussagekraftigen Ergebnisse bei weiteren
durchgefuhrten Testreihen mit verschiedenen Hsp40- und Hsp70-Proteinen. Die
Verwendung von modifizierten Fluoreszenz-Proteinen fihrt zu einer verringerten,
unspezifischen Fluoreszenz (Schiitze et al., 2009), jedoch auch zu insgesamt schwacherer
Fluoreszenz und ist deshalb eher fir starkere Wechselwirkungen geeignet. Hsp40 bildet
jedoch vermutlich nur transiente Komplexe mit Hsp70 (Li et al., 2003). Deswegen waren
Interaktionsanalysen sinnvoll, bei denen entweder die Interaktion beispielsweise durch
kovalente Quervernetzung stabilisiert wird oder auch transiente Bindungen festgestellt
werden konnen. Fur letzteres kommen Biacore-Analysen in Frage, bei denen im
Durchflussverfahren die Bindungsfahigkeit von Proteinen in einer Pufferldsung an Proteine,
welche zuvor an einen speziellen Trager gebunden wurden, getestet wird. Die Protein-
Protein-Interaktionen werden Uber Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie detektiert.
Die Voraussetzung dafir ist die Stabilitdt und Ld&slichkeit der zu untersuchenden,

aufgereinigten Proteine in geeigneten Puffern wahrend der Versuchsdurchfiihrung.

Die Lokalisation des GFP-PVY-Kapsidproteins in Cytosol und Kern blieb unveréndert bei den
Analysen in transgenen Tabakpflanzen, die ein dominant negatives NtCPIP
Uberexprimierten. Au3erdem zeigte sich keine Veranderung der Lokalisation von AtDjB23 in
PVY-infizierten Pflanzen im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollpflanzen. Jedoch lie3en sich
bei hoher Expressionsstarke, die entweder durch Virusinfektion oder durch Koinfiltration

eines ,Silencing“-Suppressors hervorgerufen wurde, zusatzlich filamentdse Strukturen

72



DISKUSSION

beobachten. Bei ihnen kdnnte es sich der Form nach um Cytoskelettelemente handeln. Fur
Hsp40-Proteine wird von einer Rolle bei dem Aufbau von Cytoskelettelementen
ausgegangen (Oka et al., 1998). Eine solche Funktion fur AtDjB23 konnte auch der
Ausbreitung von Viren dienen, da angenommen wird, dass das Cytoskelett Makromolekiile
zu den Plasmodesmata leiten kann (Aaziz et al., 2001).

Weiterhin konnte nach Hitzebehandlung AtDjB23-GFP-Fluoreszenz in punktartigen
Strukturen detektiert werden, wie sie mehrmals bei verschiedenen der cytosolischen Hsp70-
Isoformen beobachtet wurden, weshalb diese putativen ,Stress-Granulae” im Kapitel 3.2
naher diskutiert werden. Da die beobachteten Lokalisationsanderungen unbeeinflusst von
der Virusinfektion blieben, wurde mit der Untersuchung von weiteren transgenen Pflanzen

fortgefahren.

3.1.2 Herstellung virusresistenter Pflanzen

Die durchgefuhrten Virusinfektionsexperimente mit dominant negativen Hsp40-Mutanten in
Tabak, Kartoffel und Arabidopsis (siehe 2.1.2) implizieren, dass es sich dabei um eine gut
Ubertragbare Methode zur Erhéhung der Toleranz gegenlber Viren handelt, da sie sich auf
Pflanzen verschiedener Familien wie Kartoffel und Tabak als Nachtschattengewéachse
(Solanaceae) und Arabidopsis als Kreuzblitler (Brassicacea) anwenden lief3.

Die verminderte Toleranz der Kartoffelpflanzen gegentber einem der drei Virusisolate
(PVYN™.Gr 99) kénnte an einer Mutation im Kapsidprotein liegen, die eine schwéchere
Bindung an die NtCPIP-Proteine zur Folge hat. Bei einem Vergleich der Sequenzen der
Kapsidproteine kommt in der Kernregion fir PVYN™-Gr99 als einziger spezifischer
Unterschied zu den anderen verwendeten Isolaten Serin an Position 238 statt Glycin vor.
Dies ware interessant fur die Untersuchung der Kapsidprotein-Hsp40-Interaktion und kdnnte
einerseits Uber Bindungs- und andererseits Giber Mutagenesestudien tberprift werden. Eine
andere Erklarungsmoglichkeit fir die verminderte Toleranz wére, dass andere virale Gene,
die die Effizienz des Virus beeinflussen, Mutationen tragen. Da es sich bei der Toleranz
wahrscheinlich um einen dosisabhangigen Effekt handelt, kdnnte mdglicherweise durch
Herstellung transgener Linien mit hdherem Expressionslevel die Toleranz, auch gegenuiber
PVYN™N.Gr 99, verstarkt werden.

Uber die Expression einer dominant negativen Hsp40-Form in Arabidopsis konnte ebenfalls
eine erhohte Toleranz gegeniber TuMV gezeigt werden. Da zuvor neben PVY, auch
gegenuber PVA, TEV und TVMV (Hofius et al., 2007; Hafren et al., 2010) eine erhdhte
Toleranz festgestellt wurde, fuhrt dieses Verfahren offensichtlich zu einer breiten Toleranz
gegenuber Potyviren. Solche Resistenzen sind von sehr groRem Interesse fur die

Agrarwirtschaft, da Pflanzenviren jahrlich zu groBen Ernteausfallen sowie
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Qualitdtsminderungen filhren und aul3er der Verwendung toleranter Pflanzensorten kaum
effektive Gegenmalinahmen ergriffen werden konnen (Kang et al., 2005). Es kdnnen
lediglich die Virusibertrager wie Insekten und wildwachsende Zwischenwirte bekampft sowie
die Kultivierungs- und Bewirtschaftungsmethoden verbessert werden, da keine Viruzide fir
den Pflanzenschutz verfiigbar sind. Die herkémmliche Zichtung resistenter Pflanzen ist zwar
erfolgreich, jedoch sehr aufwendig. Es dauert sehr lange bis Uber Kreuzungen gleichzeitig
resistente, ertragreiche und konkurrenzfahige Sorten auf den Markt kommen (Varrelmann,
2006). Das Wissen um die molekularen Ursachen der Resistenzen und die Unterstiitzung
der Zichtung Uber genetische Analysen beschleunigen diesen Prozess. Fir den Anbau zwar
noch gesellschaftlich umstritten, jedoch schneller ist die Herstellung von transgenen
virusresistenten Pflanzen, wenn Transformationsmethoden etabliert sind. Neben der
Expression von Resistenzgenen oder virusspezifischen Antikdrpern wird dabei hauptsachlich
das Konzept der Pathogen-vermittelten Resistenz eingesetzt (Sanford und Johnston, 1985;
Grumet et al., 1987). Die Transformation von Pflanzen mit Sequenzen der zu bekampfenden
Viren fuhrt oft zu einer Resistenz gegenlber dem betreffenden Virus. Wie erstmals von
Powell Abel et al. (1986) angewendet, fuhrte die Expression des Kapsidproteins des
Tabakmosaikvirus (TMV) zu einer erhdhten Toleranz. In der Folge wurden auf ahnliche
Weise viele resistente Pflanzen hergestellt, die weltweit angebaut werden (Varrelmann,
2006). Die Resistenzen beruhen nach heutigem Kenntnisstand zum einen auf Protein-
vermittelter Toleranz wie sie bei Expression viraler Kapsidproteine gezeigt wurde als auch
grol3teils auf dem Prinzip des ,RNA-Silencing“. Neben der generellen Problematik der
Freisetzung gentechnisch verdnderter Organismen herrschen bei dieser Art transgener
resistenter Pflanzen Bedenken vor, dass im Feldeinsatz tiber Rekombination und Mutationen
mit verschiedenen natirlichen Viren Risiken entstehen konnten (Dietrich, 2004). Die
Stabilitdt der Resistenz und die biologische Sicherheit dieser Pflanzen ist deshalb wie bei
Schubert et al. (2004) Thema verschiedener Studien. Der Einsatz von gentechnisch
veranderten Pflanzen, die keine viralen Sequenzen aufweisen, kénnte diese Unsicherheiten

umgehen und deshalb eine grélRere Akzeptanz hervorrufen.

Im Gegensatz zur Expression von Proteinen mit deletierter J-Domane fuhrt der Verlust von
einzelnen dieser Hsp40-Isoformen in Arabidopsis nicht zu einer Anderung der Virustoleranz
(siehe 2.1.3). Selbst die Ausschaltung von zwei ahnlichen Isoformen fihrte nicht zu einer
signifikanten Virustoleranz. Dies weist auf eine Redundanz der Isoformen hin, da der Ausfall
einzelner Isoformen offensichtlich ausgeglichen werden kann. Somit bietet die Vielzahl an
Mitgliedern der Hsp40-Genfamilie eine sichere Grundlage fur die Virusvermehrung. Dabei
sind maoglicherweise verschiedene Untergruppen der Hsp40-Proteine fiir verschiedene

Virengruppen wichtig. Zumindest lassen Interaktionsstudien von Virusproteinen mit
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Mitgliedern der J-Domanenproteine der 5. Gruppe nach Miernyk (2001) vermuten, dass eine
Untergruppe mit dem Potyvirus PVY und eine andere mit dem Tospovirus TSWYV interagiert.
Deshalb koénnte mdglicherweise die Ausschaltung einer gesamten Untergruppe durch
multiple Mutanten oder andere Suppressionsansitze zur Entstehung resistenter Pflanzen
fuhren. Dabei sollten amiRNA-Konstrukte fur die Suppression bevorzugt werden. Diese
besitzen eine hohe Spezifitat fur ihr Zielgen (Schwab et al., 2006). Au3erdem scheint die
Herabregulierung von Genen Uber amiRNA, wie auch in Kapitel 2.2.4.3.1.4 beobachtet, stabil
gegenuber dem Wirken viruseigener ,Silencing“-Suppressoren und Kélte zu sein (Niu et al.,
2006). Eine Suppression durch RNA-Interferenz ist in diesen Fallen oft nicht mdglich, was
bestarkt, dass miRNA-Formen andere Mechanismen nutzen als andere Klassen kleiner
RNA-Arten (Voinnet, 2009). Deshalb kdénnen amiRNA-Konstrukte effektiv zur Herstellung
virustoleranter Pflanzen verwendet werden. Aufgrund der endogenen Funktionen der Hsp40-
Proteine fur die Pflanze kénnen jedoch schwerwiegende Beeintrachtigungen durch

gleichzeitiges Ausschalten mehrerer Isoformen nicht ausgeschlossen werden.

3.1.3 Funktionelle Analyse der Ko-Chaperone

Aufgrund der putativen Redundanz der untersuchten Hsp40-lsoformen mit dem Fehlen
spezieller Phéanotypen der KO-Mutanten kann Uber diesen Weg keine Aussage Uber die
weitere physiologische Funktion dieser einzelnen Isoformen getroffen werden. Andere
Methoden als die Analyse von KO-Mutanten kdnnten eingesetzt werden, um die spezifischen
Funktionen in der Pflanze und endogene Interaktionspartner zu untersuchen. Dazu gehdren
Ko-Immuno-Prazipitation Giber einen Affinitatsanker oder andere Aufreinigungsmethoden, bei
denen Hsp40-Interaktionspartner identifiziert werden kénnten. Notwendig dafir sind
effiziente Reinigungsmethoden beispielsweise mit vorheriger Stabilisierung der Interaktion
Uber chemische Quervernetzung der Proteine, da nicht mit einer hohen Konzentration an
endogenen Interaktionspartnern gerechnet werden darf. Um zusatzlich keinen Wettbewerb
mit dem nicht durch einen Affinitdtsanker modifizierten, natirlichen Protein zu erzeugen, ist
die Expression in einer KO-Mutante sinnvoll. Als Voraussetzung wurden verschiedene
Hsp40-Isoformen in Fusion mit mehreren Affinitdtsankern erfolgreich transient exprimiert und
das Konstrukt fur AtDjB23 stabil in die zugehorigen KO-Pflanzen transformiert (siehe
Anhang). Nach Abschluss von Optimierungsprojekten fir die Aufreinigung kénnten diese
Pflanzen zur Identifizierung endogener Interaktionspartnern herangezogen werden und einen

Beitrag zur Erforschung der Rolle von Ko-Chaperonen leisten.

Da neben Hsp40-Proteinen noch weitere Kofaktoren Einfluss auf die Aktivitat des Hsp70-

Hsp40-Komplexes nehmen, wurde mit AtCHIP ein weiterer Kofaktor untersucht. AtCHIP ist
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nicht essentiell fir eine erfolgreiche Potyvirusinfektion, wie aus den Infektionsexperimenten
mit chip KO-Pflanzen geschlossen werden kann (siehe 2.1.4). Obwohl es sich bei dieser E3-
Ubiquitin-Ligase, soweit bekannt, um ein Einzelgen ohne Homologe mit gleichen
Funktionsdomanen handelt (Luo et al., 2006), hat ihr Fehlen keinen Einfluss auf die
Virustoleranz und das normale Wachstum. Entweder ist in diesem Fall die
Proteindegradation, an der CHIP beteiligt ist (Lee et al., 2009), nicht wichtig fur die
Virusvermehrung, sondern andere Chaperonsysteme, oder sie kann durch andere

Kofaktoren der Hsp70-Proteine ersetzt werden.

3.2 Komplexitat der cytosolischen Hsp70-Proteine

Wegen des Bezugs zur Vireninfektion wurden die cytosolischen Hsp70-lsoformen naher
untersucht, da die Virusreplikation und -ausbreitung im Cytosol stattfinden (Maule et al.,
2002; Wang et al., 2009).

Fast die Halfte der Mitglieder der Hsp70-Familie in Arabidopsis thaliana ist im Cytosol
lokalisiert, funf davon gehdren zur DnaK-Unterfamilie (AtHsp70-1 bis —-5) und drei zur
Hspl10/SSE-Unterfamilie (AtHsp70-14 bis —16). Bislang konnten nur wenige Hinweise auf
spezifische Funktionen der einzelnen Isoformen gefunden werden. Zu den Ausnahmen
gehoren die Beteiligung von AtHsp70-1 an der Pathogenabwehr (Noel et al., 2007) und
AtHsp70-4 an der Ubiquitinylierung von Proteinen fur die Degradation (Lee et al., 2009), wie
anhand der Folgen von Uberexpression beziehungsweise Ausfall dieser Proteine
geschlossen wurde.

Hsp70-Proteine binden ziemlich unspezifisch an ungefaltete und fehlgefaltete Proteine, die
sie an ihren hydrophoben Bereichen erkennen (Rudiger et al., 1997). Dafir spielen
wahrscheinlich Hsp40-Proteine und andere Ko-Chaperone/Kofaktoren eine entscheidende
Rolle fiir die Spezifitat der Chaperon-Funktionen (Qiu et al., 2006). Unter der Annahme, dass
ein  bestimmtes Hsp70-Protein mit verschiedenen Hsp40-Proteinen des gleichen
Kompartiments interagiert (Summers et al., 2009) ergeben sich aufgrund der Vielzahl an

Isoformen daraus sehr viele Kombinationsmdglichkeiten.

In ihren Expressionsmustern zeigen die cytosolischen AtHsp70-Isoformen zwar teilweise
deutliche Unterschiede in der Transkriptmenge in bestimmten Organen, jedoch Uberlappen
sie auch. Mit Ausnahme von AtHsp70-4 und AtHsp70-5 werden die cytosolischen AtHsp70-
Isoformen Uberwiegend konstitutiv exprimiert und in den meisten Pflanzenorganen kénnen
ihre Transkripte stressunabhangig nachgewiesen werden (siehe 2.2.1). Deswegen werden

die stark stressinduzierbaren Isoformen Hsp70-4 und Hsp70-5 auch von einigen Autoren als
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Hsp70/Hsp70A sowie als Hsp70B und die Udbrigen Familienmitglieder als
Hitzeschockverwandte Hsc70 (engl. Heat shock cognate) bezeichnet. Jedoch besteht auch
fir AtHsp70-14 und —15 eine deutliche Transkriptsteigerung bei Stressbehandlung. Uber
dies hinaus zeigen Koexpressionsanalysen aul3er der Ko-Regulation mit Stress-Genen fir
Hsp70-4 eine Beziehung zum Zellzyklusfunktionskreis und fur AtHsp70-1,-2,-3 besonders
aber fir Hsp70-16 zur Glykolyse, da bekannte Gene aus diesen Funktionskreisen ahnlich
reguliert werden. Somit scheinen vor allem AtHsp70-1,-2 und -3 viele Gemeinsamkeiten in
ihren Expressionsmustern zu besitzen. Dies war jedoch nicht bei allen Untersuchungen zur
intrazellularen Lokalisation der Fall (siehe 2.2.3). Fur AtHsp70-1,-2,-3,-4,-5,-14 und -15
konnte die intrazellulare Lokalisation in Cytosol und Nukleus durch die Analyse von GFP-
Fusionsproteinen in transgenen Tabakpflanzen unter Standardbedingungen bestéatigt
werden. Jedoch traten nach Hitzebehandlungen und teilweise bei transienter Expression in
Nicotiana benthamiana unterschiedliche Lokalisationen auf. Die Lokalisationsveranderungen
in den Hitzeschockexperimenten waren nach Erholung bei normalen Temperaturen
reversibel. AtHsp70-14 und —15 zeigten keinerlei Verschiebung, AtHsp70-3 zeigte eine
starke Verschiebung von cytosolischer zu nuklearer Fluoreszenz. Bei AtHsp70-1 und -5
bildeten sich punktférmige Strukturen und Aggregationen und AtHsp70-2 sowie —4 zeigten
eine intermediare Form zu den beiden zuletzt beschriebenen Lokalisationen (siehe
Abbildung 36). Bei AtHsp70-1 und -5 konnten auch teilweise bei transienter Expression
ahnliche Strukturen beobachtet werden, sodass davon ausgegangen wird, dass es sich bei
den Aggregationen um sogenannte ,Stress-Granulae” handeln kénnte, wie sie zuerst bei
Hitzestressbehandlungen in Tomatenzellen beschrieben wurden (Nover et al., 1983). Der
Hitzestress fuhrt zur Zusammenlagerung von hochgeordneten Chaperonkomplexen mit einer
spezifischen Zusammenstellung von RNA-Molekilen aus loslichen Vorlauferpartikeln. Die
Granulae bestehen neben der RNA hauptséachlich aus verschiedenen cytosolischen sHsp-
Molekulen, Hsp70-Molekllen und dem Hitzeschockfaktor HsfA2. AuRerdem wurden dicht
gepackte Cytoskelettelemente in den Ribonukleinkomplexen beobachtet. Es wird vermutet,
dass sHsp- zusammen mit Hsp70-Chaperonen dem Schutz der denaturierten Proteine
dienen (Nover et al., 1989; Scharf et al., 1998; Kirschner et al., 2000). Fur Stress-Granulae
bei Saugern konnte gezeigt werden, dass das konstitutiv exprimierte Hsc70 diese Aggregate
im Gegensatz zum induzierbaren Hsp70 wieder auflésen kann (Kedersha und Anderson,
2002). Welche Bedeutung den verschiedenen Arabidopsis-Hsp70-Isoformen zukommt, kann

allein aus den lokalisierten GFP-Fusionen nicht beantwortet werden.

77



DISKUSSION

3.2.1 Redundanz der cytosolischen Isoformen der Dna K-

Unterfamilie

Die cytosolischen AtHsp70-Proteine besitzen als molekulare Chaperone wahrscheinlich
bedeutende Aufgaben fiur die Homdostase in der pflanzlichen Zelle, besonders unter
Stressbedingungen (Mayer und Bukau, 2005). Dementsprechend flihrte eine konstitutive
Uberexpression von AtHsp70-1 zu Pflanzen mit erhohter Stresstoleranz (Sung und Guy,
2003; Noel et al., 2007; Cazale et al., 2009). Sung und Guy (2003) gelang es nicht Pflanzen
zu generieren, in denen Hsp70-1 herunterreguliert war. Dies lag vermutlich an einem letalen
Effekt bewirkt durch das gleichzeitige Ausschalten mehrerer DnaK-artiger Hsp70-Isoformen.
Um dies zu verhindern, benutzten Lee and Schoffl (1996) ein hitze-induzierbares
Promotorsystem zur Expression eines Tabak-Hsp70-,Antisense“-Konstruktes in Arabidopsis-
Pflanzen. Die erzeugten Pflanzen waren lebensféahig, aber wiesen erniedrigte
Thermotoleranz auf, was die Bedeutung der cytosolischen Hsp70-Proteine in den Pflanzen
verdeutlicht. Da die kodierenden Sequenzen von AtHsp70-1 bis -5 auf Nukleinsdureebene
eine hohe Sequenzibereinstimmung (tber 70%) besitzen, ist in diesen Studien ein
Stilllegungs-Effekt von mehreren Isoformen wahrscheinlich. Ausschalten einzelner Isoformen
(siehe 2.2.4.2.1) lieR in dieser und anderen Studien bisher noch keine offensichtlichen
Wachstumsphanotypen, geénderte Pathogen- oder Stressantworten (Noel et al., 2007; Lee
et al., 2009) erkennen. Wie in den vorliegenden Analysen nachgewiesen, zeigen AtHsp70-1-
und —2-Einzel- als auch -Doppel-KO-Mutanten unter den getesteten Bedingungen normales
Wachstum. Dank Uberlappender Expressionsmuster scheinen also andere Isoformen in der
Lage zu sein, den Verlust dieser wichtigsten konstitutiv exprimierten Hsp70-Isoformen
ersetzen zu konnen. Der wahrscheinlichste Kandidat fir die Kompensation ist aufgrund
seiner Ahnlichkeit und auch konstitutiven Expression AtHsp70-3, das wie in der
Koexpressionsanalyse (siehe Anhang) dargestellt, dem selben Regulationsnetzwerk wie
AtHsp70-1 und AtHsp70-2 zugeordnet werden kann. AtHsp70-3-Einzel-KO-Pflanzen zeigten
ebenfalls wie AtHsp70-1,-2-Einzel- und -Doppel-KO-Pflanzen keine
Wachstumsbeeintrachtigungen und normale Virussensitivitat. Mit Kreuzungen zur
Herstellung einer Dreifachmutante wurde begonnen, jedoch kann Letalitat der
Dreifachmutante nicht ausgeschlossen werden. Da fir AtHsp70-4 keine T-DNA-
Insertionslinie verfiigbar ist und es sich bei der untersuchten AtHsp70-5-T-DNA-
Insertionslinie offensichtlich um keine Nullmutante handelt und bislang, soweit bekannt, auch
in der Literatur keine beschrieben wurde, misste fur Untersuchungen des Genausfalls dieser
Isoformen auf andere Methoden, wie zum Beispiel amiRNA zurlickgegriffen werden
(Konstrukte siehe Anhang). Jedoch fiihrte im Fall des stark stressinduzierten AtHsp70-4 ein

RNAIi-Ansatz trotz geglickter starker Supprimierung nicht zum Auftreten einer
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phanotypischen Auffélligkeit (Lee et al., 2009). Aus diesen Griinden ist deshalb unter
normalen Bedingungen mit einer funktionellen Redundanz der einzelnen typischen

cytosolischen Hsp70-Isoformen zu rechnen.

3.2.2 Experimentelle Ansatze bei redundanten Isofor  men

Zur Vermeidung von Redundanzen eignen sich Experimente, bei denen entweder mehrere
Isoformen gleichzeitig ausgeschaltet werden (Lee et al., 2009), Isoformen Uberexprimiert
(Sung und Guy, 2003; Cazale et al., 2009), dominant wirkende Mutationen eingefihrt
(Newmyer und Schmid, 2001) oder Inhibitoren eingesetzt werden (Wang et al., 2009).
Nachteile dieser Verfahren sind jedoch das Auftreten pleiotroper Effekte, Letalitdt und

Unspezifitdt der Hemmung, die die Feststellung isoform-spezifischer Funktionen erschweren.

Im Falle der durchgefiihrten Expression von GFP-Hsp70-Fusionsproteinen in Tabak (siehe
2.2.4.1) und der Expression der Variante AtHsp70-2-K74M-3cmyc in Tabak und Arabidopsis
(siehe 2.2.4.2.2) konnten keine dominanten Effekte entdeckt werden, die zu
Beeintrachtigungen des Wachstums unter ambienten Bedingungen oder der Hitze- und
Virustoleranz gefuihrt hatten. Jedoch wurde im Falle der Variante die ATPase-Funktion nicht
biochemisch bestimmt, weshalb der Effekt der ATPase-Defizienz nicht sicher gestellt ist.
Obwohl es aufgrund der hohen Homologie wenig wahrscheinlich ist, dass die eingeflihrte
Mutation nicht genauso wie bei den Homologen aus anderen Eukaryoten zu einem Ausfall
der Funktion fhrt.

Ein weiterer genereller Grund fiir das Scheitern von Uberexpressionsanséatzen kann eine zu
geringe Expressionsstarke sein. So wurde bei der Expression der dominant negativen J-
Doméanen-deletierten Hsp40-Formen erst bei einem gewissen Expressionslevel eine
deutliche Steigerung der Virustoleranz beobachtet und somit eine Dosisabhangigkeit
festgestellt. Ein anderer Grund kdnnte sein, dass die Proteine in einer nicht funktionellen
Form vorlagen. Das fluoreszierende Protein beziehungsweise der relativ kurze c-myc-
Affinitatsanker waren entweder am N- oder C-Terminus angefiigt worden. Jedoch kann eine
raumliche Behinderung der korrekten Faltung und Funktionsweise nicht ausgeschlossen
werden (Nicoll et al., 2006), obwohl die unterschiedlichen Lokalisationen bei
Hitzebehandlung auf unterschiedliches Verhalten in der Zelle hinweisen und die
Funktionsfahigkeit von Hsp70-Fusionsproteinen in anderen Systemen mit verschiedenen
Fusionspartnern wie HA-/TAP-/GST-Marker gezeigt werden konnte (Newmyer und Schmid,
2001; Raviol et al., 2006b).

Weitere Ansdtze zur Beobachtung von Auswirkungen der transgenen Pflanzen kénnten

veranderte Testbedingungen sein, beispielsweise Kombinationen aus verschiedenen
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Stressbedingungen und der Einsatz von hoher UV-Strahlung (Cazale et al., 2009).
Moglicherweise kodnnten auch Untersuchungen an bestimmten Zell-, Gewebe- oder
Organtypen wie beispielsweise Pollen bedeutendere Unterschiede zwischen den Isoformen
offenbaren, da dort teilweise andere Expressionsmuster als in den untersuchten

Pflanzenteilen vorhanden sind.

3.2.3 Besondere Rolle von AtHsp70-15

Im Gegensatz zum Ausschalten einzelner Mitglieder der DnaK-Unterfamilie, fihrte das
Herabregulieren von AtHsp70-15, einem Mitglieder der Hsp110/SSE-Unterfamilie, zu einem
deutlich vom Wildtyp unterscheidbaren Phé&notyp. Dies ist, soweit bekannt, der einzige Fall,
in dem der Ausfall eines einzelnen cytosolischen Hsp70-Proteins zu einer phanotypischen
Beeinflussung der Arabidopsis-Pflanzen gefiihrt hat. Die hsp70-15 KO-Mutante (siehe
2.2.4.3.2) zeigt einen Phanotyp vergleichbar mit den amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen
(siehe 2.2.4.3.1), bei denen beide Isoformen herabreguliert sind. Fir die hsp70-14 KO-
Mutanten konnten keine Unterschiede zum Wildtyp beobachtet werden. Dies spricht dafir,
dass AtHsp70-15 fir den beobachteten Phéanotyp verantwortlich ist und nicht durch AtHsp70-
14 kompensiert werden kann. Diese Annahme ist insofern erstaunlich, da sich beide
Isoformen nur in 21 Aminosauren unterscheiden, wobei diese grof3tenteils funktionell
vergleichbare Gruppen besitzen. Fir SSE1 aus Hefe wurden die zur Bindung an das DnaK-
Homolog SSA1 entscheidenden Aminosauren (Uber Kokristallisation und Mutagenese
bestimmt (Schuermann et al.,, 2008). Viele der fir die Interaktion entscheidenden
Aminoséauren sind identisch mit oder ahnlich zu den homologen Positionen in AtHsp70-
14/-15 und alle abweichenden Aminoséauren sind konserviert zwischen Hsp70-14 und
Hsp70-15 (Sequenzvergleich im Anhang). Daraus ergeben sich also keine Hinweise,
welches die entscheidenden Aminosauren sind, die fir den offensichtlichen

Funktionsunterschied zwischen Hsp70-14 und Hsp70-15 verantwortlich sind.

Eine Begrindung dafur, dass der hsp70-15 KO-Phanotyp nicht durch AtHsp70-14
ausgeglichen werden kann, kénnte in den unterschiedlichen Expressionsmustern der beiden
Gene liegen. Obwohl beide in Blattern exprimiert werden, konnen zelltypspezifische
Expressionsunterschiede nicht ausgeschlossen werden, da beide Gene auf Affymetrix-
Microarray-Chips, welche fir die frei verfugbaren, veroffentlichten zelltypspezifischen
Transkriptomanalysen verwendet wurden, Uber eine gemeinsame Sequenz vertreten
werden, die keine Unterscheidung zwischen den beiden Genen erlaubt.

Fur ein unabhangiges hsp70-15 KO-Allel (SALK_046257) konnte ohne Stressbehandlung
kein Wachstumsphanotyp beobachtet werden (Larkindale und Vierling, 2008). Dieser
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Widerspruch konnte durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen erklarbar sein. Im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit untersuchten, auf Erde angezogenen adulten Pflanzen
wurden von Larkindale und Vierling (2008) intensive Studien mit Keimlingen auf Nahrmedium
durchgefuhrt. Da der zuvor beschriebene Wachstums-Phanotyp in hsp70-15 KO-Pflanzen
erst in spateren Entwicklungsstadien deutlich wird, kbnnten die Autoren diesen in ihren
hsp70-15 KO-Mutanten Ubersehen haben. Jedoch konnten sie einen Anstieg in der Hitze-
Sensitivitdt und eine Abnahme der erworbenen Thermotoleranz in den Keimlingen feststellen
(Larkindale und Vierling, 2008). Dies passt gut zu dem Phanotyp mit verminderter
Hitzetoleranz von finf Wochen alten Pflanzen, der in dieser Arbeit fur Hsp70-14/15-

defiziente Pflanzen festgestellt wurde.

3.2.4 Phanotypische Aspekte in Hsp70-15 defizienten  Pflanzen

Der Ausfall von Hsp70-15 fuhrte zu deutlichen phanotypischen Veranderungen mit
verringertem Wachstum, beschleunigtem Welken aufgrund standig weiter geoéffneter
Stomata und erhohter Virustoleranz. Daten zur gewebespezifischen Expression, die Uber
den Arabidopsis eFP browser (http://bar.utoronto.ca) erhalten wurden, zeigten, dass
AtHsp70-14/-15 stark in Schlie3zellen exprimiert werden. Hsp70-15 defiziente Pflanzen
zeigen Defekte im Stomataschluss, welche zu schnellerem Welken von abgetrennten
Blattern fuihren. Da Hitzestress im Gegensatz zu Trockenheit die Offnung von Stomata
veranlasst (Rizhsky et al., 2004), kénnte das eine Folge der konstitutiven Hitzeantwort sein,
auf die die Mikroarray-Analyse hinweist. Die Stomatadffnung wird groftenteils durch die
Aktivitdt von Plasmamembran-Protonen-ATPasen bewirkt, welche stark reguliert werden
(Schroeder et al., 2001). Ein positiver Regulator der Plasmamembran-Protonen-ATPasen ist
der Protonenpumpen-Interaktor PPI12 (At3g15340) (Morandini et al., 2002; Anzi et al., 2008).
Dieser ist in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen hochreguliert, was maoglicherweise eine
erhdhte Protonen-ATPase-Aktivitat erklaren kénnte.

Die erhthte Transkriptmenge von an der Hitzeschockantwort beteiligten Genen in amiRNA-
AtHsp70-14/15-Pflanzen &hnelt dem Transkriptmuster in HsfA2-Uberexprimierenden
Pflanzen (Nishizawa et al., 2006) und Wildtyp-Pflanzen bei Hitzestressbehandlung (Rizhsky
et al., 2004; Swindell et al., 2007). HsfA2, ein Schliisselregulator fir Hitze- und andere
Stressantworten (Schramm et al., 2006), ist konstitutiv erhdht in Hsp70-15-defizienten
Pflanzen. Dass eine Uberexpression von WRKY-Transkriptionsfaktoren zu einer Steigerung
der Hitze- und Ddurreresistenz fihrte (Wu et al., 2009), stimmt gut mit der Feststellung
Uberein, dass in den hitzesensitiven amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen WRKY-Gerne

vermehrt herabreguliert wurden.
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Uber eine hierarchische ,Cluster-Analyse wurde auRer der Eingliederung in die
Hitzeschockantwort die groRte Ahnlichkeit der amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen mit der
durch das Prolinanalog AZC induzierten ,cytsosolischen Proteinantwort”, CPR (Sugio et al.,
2009), festgestellt. Eine erhéhte Transkriptrate von Hsp70-5 ist typisch fir Dirre- und spate
Hitzeantwort (Schramm et al., 2008). Die fehlende Hochregulierung von Hsp70-5 in amiRNA-
AtHsp70-14/15-Pflanzen kdnnte unterstreichen, dass die transgenen Pflanzen eher eine
spezifische CPR als eine allgemeine Hitzeantwort widerspiegeln (Aparicio et al., 2005).
Ahnliche physiologische Folgen wie nach Herabregulierung von Hsp70-14/15 konnten fir
funktionelle Analysen von BiP-Proteinen, den ER-lokalisierten Hsp70-Isoformen, erhalten
werden. Uberexpression von BiP in Tabak verminderte die ,unfolded protein response, die
Antwort auf Proteinakkumulation im ER, Wasser- und ER-Stress, wohingegen eine
Suppression von BiP die umgekehrten Ergebnisse lieferte (Leborgne-Castel et al., 1999;
Alvim et al., 2001).

3.2.5 Putative NEF-Funktion von AtHsp70-15

Die Uber die Mikroarray-Analyse beobachtete konstitutive Hitzeschockantwort / CPR in
amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen inklusive Hochregulierung von Hitzeschockproteinen und
Hitzeschockfaktoren lasst eine Akkumulation ungefalteter Proteine vermuten. Wie schon
gezeigt wurde, loste auch die Uberexpression eines temperatursensitiven Kapsidproteins in
Tabak eine Hitzeschockantwort aus (Jockusch et al.,, 2001). In der hier beschriebenen
Untersuchung konnte dies durch den Verlust an Hsp70-15-Aktivitdt begriindet sein, indem
dieses entweder selbst als Chaperon wirkt, oder einen Kofaktor fir die Aktivitdt anderer
cytosolischer Hsp70-Proteine darstellt. Unter Annahme einer konservierten Funktion
zwischen Hsp70-15 und dem Hefehomolog SSE1 (Raviol, 2006b) kdonnte Hsp70-15 als
Nukleotidaustauschfaktor (NEF) dienen. Wie zuvor erwahnt, wurde entdeckt, dass
Luntypische” Hsp70-Proteine den Nukleotid-Zyklus fur die Chaperonfunktion beschleunigen,
wobei eine heterodimere Zwischenform auftritt (Shaner und Morano, 2007). Wenn demnach
Hsp70-15 ein wichtiges Ko-Chaperon fir die ,typischen” cytosolischen Hsp70-Isoformen
AtHsp70-1 bis -5 ware, konnte der Ausfall von Hsp70-15 zu einer verminderten
Chaperonfunktion aller interagierenden Hsp70-Isoformen fiihren. Die erhéhte Toleranz von
Hsp70-15 defizienten Pflanzen gegeniber TuMV koénnte diese These der allgemein
erniedrigten Hsp70-Funktion unterstitzen, da fir Tabak-DnaK-artige Hsp70-Proteine
bekannt ist, dass sie die Potyvirusinfektion fordern (Hafren et al., 2010). Umgekehrt wurde
gezeigt, dass die Inhibierung von Hsp70-Isoformen in Nicotiana benthamiana die
Virusinfektion behindert (Chen et al., 2008; Wang et al., 2009). Uberdies wurde eine

Interaktion von AtHsp70-3 mit der RNA-abhangingen RNA-Polymerase in virusinduzierten
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Membranvesikeln beschrieben (Dufresne et al., 2008). Aufgrund dieser Beobachtungen wird
die Ko-Chaperonfunktion von AtHsp70-15 fir ,typische* Hsp70-Isoformen gegeniiber einer
eigenen Chaperonfunktion von AtHsp70-15 bevorzugt. Die Mdglichkeit einer eigenen
Chaperonfunktion erscheint unwahrscheinlicher, da Hsp70-15 wie den anderen
Luntypischen* Hsp70-Isoformen das EEVD-Motiv am C-Terminus fehlt. Alle ,typischen®
cytosolischen Hsp70- und auch Hsp90-Isoformen besitzen dieses Motiv, das der
Proteininteraktion mit TPR-Motiven dient, wie sie bei den Proteinen Hop und CHIP
vorkommen (Scheufler et al., 2000).

AuBerdem  sind Hsp70-1  (berexprimierende  Pflanzen  toleranter  gegenuber
Hitzeschockbehandlungen (Sung und Guy, 2003), wohingegen die erhthte Transkription von
Hitzeschockproteinen in amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen keine erhdhte Toleranz zur Folge
hatte. Mehrere Hsp70-Isoformen wurden in Hsp70-14/-15 defizienten Pflanzen
transkriptionell induziert. Diese generelle Hsp70-Induktion wirde jedoch bei Fehlen einer
essentiellen Hsp70-15-NEF-Aktivitat nicht zu einer erhdhten Hsp70-Aktivitdat fihren. Die
beschriebenen Zusammenhdnge werden in einem Arbeitsmodell in Abbildung 70

veranschaulicht.

Abbildung 70: Vorgeschlagenes Modell fir den Ausfall von Hsp70-15

Unter Annahme der NEF-Funktion von AtHsp70-15 fir die ,typischen” cytosolischen Hsp70-Isoformen
fuhrt dessen Ausfall dazu, dass die Haupfunktionen nicht mehr ausgefuhrt werden kénne und
ungefaltete Proteine akkumulieren. Dies wird sichtbar in dem Auftreten der CPR und weiteren
Anderungen in der Zelle.

Ein Argument gegen eine NEF-Funktion wére, dass keine Komplementation der
wachstumsdefizienten Hefemutante sselD durch AtHsp70-14/-15 beobachtet werden konnte

(siehe 2.2.5). Eine mogliche Erklarung hierfir konnte in der Substratbindedoméne liegen, die
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sich zwischen den Hefe- und Pflanzenproteinen in ihrer Lange stark unterscheidet, da die
Arabidopsis-Proteine einige zusatzliche Sequenzabschnitte besitzen (siehe
Sequenzvergleich im Anhang). Aul3erdem wurde bereits festgestellt, dass signifikante
Unterschiede der biochemischen Eigenschaften zwischen menschlichem Hsp110 und SSE1
bestehen und Séuger-Hsp110 SSE1 in Hefe nicht funktionell in vivo ersetzen kann (Raviol et
al., 2006a).

Vergleichbar mit der Herabregulierung von Hsp70-14/15 fuhrte der Verlust von AtFeslA
(At3g09350), welches eine Rolle fur die Stabilitat von cytosolischen Hsp70-Isoformen und fur
die Toleranz bei abiotischem Stress spielt, zu einem umfassenden Anstieg der Hitzeschock-
Transkription. Eine NEF-Aktivitat fur AtFes1A wurde aufgrund der Homologie vorgeschlagen,
konnte jedoch nicht in vitro detektiert werden (Zhang et al., 2010). In Hefen wurde bereits
gezeigt, dass es mit SSE1 und Fesl mehrere Formen von Nukleotidaustauschfaktoren im
Cytosol gibt, deren Funktionen sich nur teilweise Uberlappen (Dragovic et al., 2006).

Um das Modell weiter zu untermauern, sind fir Hsp70-15 ein Nachweis der NEF-Funktion,
sowie eine Bestatigung der Interaktion von Hsp70-15 mit ,typischen“ Hsp70-Proteinen,
dessen Beitrag zur Faltung von Proteinen und der Akkumulation von ungefalteten Proteinen
notwendig. Erschwert werden diese Experimente moglicherweise dadurch, dass es fir den
Kontakt zwischen Hsp70 und NEF vermutlich verschiedener weiterer Voraussetzung bedarf,
wie beispielsweise die Anwesenheit des Substrats und anderer Kofaktoren, die in der Zelle
vorkommen. Indirekte Hinweise konnten zusétzliche Experimente zur Ubiquitinylierung
geben, wie sie bespielsweise im Zusammenhang mit AtCHIP (Lee et al., 2009) durchgefihrt
wurden.

Da die Hsp70-15 defizienten Pflanzen trotzdem ein relativ normales Wachstum zeigen, lasst
sich unter Annahme des Modells vermuten, dass Hsp70-15 zwar ein wichtiger, jedoch nicht
der einzige entscheidende Kofaktor fir die Hsp70-Chaperone ist. Weitere mdogliche
Erklarungen waren, dass die Hsp70-Chaperone auch ohne Kofaktoren gentigend aktiv sind,
um in den meisten Fallen ein vertragliches Gleichgewicht in der Zelle aufrecht zu erhalten

oder dass ein nicht von Hsp70-15 abhangiges Chaperon einspringen kann.
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4 Material und Methoden

4.1 Material
4.1.1 Organismen

4.1.1.1 Bakterien- und Hefestamme

Tabelle 2: Escherichia coli - Stamme

Stamm Marker Referenz
XL1 Blue |recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac Bullock et al., 1987
[F" proAB laclgZz M15 Tn10 (Tetr)] Stratagene (Amsterdam)
TOP10 F- mcrA (mrr-hsdRMS-mcrBC) 80lacZz M15 Invitrogen (Karlsruhe)
lacX74 recAl araD139 (araleu)
7697 galU galK rpsL (Strr) endAl nupG

Tabelle 3: Agrobacterium tumefaciens - Stamm
Stamm Marker Plasmid Referenz

C58C1 Rif" pGV2260 Marker: Amp" Deblaere et al., 1985

Tabelle 4: Hefestamme
Stamm Genotyp Referenz

W303 MATa, trp1-1, ura3-1 leu2-3,11 his3-11,15 ade2-1 can1-100
sselD genetischer Hintergrund W303, ssel::KanMX4

Raviol et al., 2006b

4.1.1.2 Pflanzenviren

Ruben-Mosaikvirus (TuMV, engl. Turnip Mosaic Virus) der Potyvirus-Gruppe (Isolat 2)

Kartoffelvirus Y (PVY, engl. Potato virus Y) der Potyvirus-Gruppe (PVYN)

Die Isolate stammen von der Bundesanstalt fur Zichtungsforschung an Kulturpflanzen in
Aschersleben.

4.1.1.3 Pflanzen

Arabidopsis thaliana

Verwendeter Wildtyp / Okotyp : Columbia-0
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Tabelle 5: Arabidopsis-Insertionslinien aus T-DNA-Kollektionen

Gen Linie Lage der | Resistenz Referenz

Insertion
AtDjB23 At1g10350 | GABI_048 B07 | 5’ UTR Sulfadiazin Rosso et al., 2003
AtDjB32 At1g59725 | SALK 004406 Exon 1 Kanamycin Alonso et al., 2003

AtHsp70-1 At5g02500 | GABI_200_A03 | Exon 2 Sulfadiazin Rosso et al., 2003
SALK 135531 Exon 2 Kanamycin * | Alonso et al., 2003
AtHsp70-2 At59g02490 | SALK 085076 Exon 2 Kanamycin Alonso et al., 2003
SALK_087844" | Exon 2 Kanamycin Alonso et al., 2003

AtHsp70-3 | At3g09440 | SAIL_178_E10 | Exon 2 BASTA Sessions et al., 2002
SALK 020290 Exon 2 Kanamycin * | Alonso et al., 2003
AtHsp70-5 | Atlg16030 | SAIL_194 G12 | Exon 1l BASTA Sessions et al., 2002
AtHsp70-14 | Atlg79930 | SALK 082815 Exon 1 Kanamycin Alonso et al., 2003
AtHsp70-15 | At1g79920 | SAIL_830 C08 | Exon 1 BASTA Sessions et al., 2002
AtHsp70-16 | Atlgl1660 | SALK 125951 Exon 1 Kanamycin * | Alonso et al., 2003
AtCHIP At3g07370 | SALK 059253 Exon 6 Kanamycin Alonso et al., 2003

" Eine Sequenzierung ergab, dass diese Linie neben der T-DNA-Insertion eine groRere Deletion
besitzt und es sich deshalb um eine AtHsp70-1/2-Doppel-KO-Mutante handelt (2.2.4.2.1)

* Keimlinge durch Selektionsbehandlung sehr stark geschadigt, vermutlich wegen ,Silencing” des
Resistenzmarkers

Tabelle 6: Verschiedene transgene Arabidopsis-Linien

Name Konstrukt | Resistenz Referenz

At1g10350 67N3cmyc / AtDjB23 67N3cmyc | p1027 Kanamycin | A. Maier / diese Arbeit

AtHsp70-2-K74M pl1356 Kanamycin | K. Link / diese Arbeit

AmiRNA-AtHsp70-14/15 p1386 BASTA K. Link / diese Arbeit

PMEL1 Linie 9 pl151 BASTA K. Paulus
(unveroffentlicht)

Nicotiana tabacum

Verwendeter Wildtyp: SNN

Tabelle 7: Verschiedene transgene Tabak-Linien

Name Konstrukt Resistenz Referenz

Bin -NtCPIP1 65N Linie 9 p760 Kanamycin Hofius et al., 2007
Bin -NtCPIP2a 66N Linie 39 | p761 Kanamycin Hofius et al., 2007
AtHsp70-2-K74M p1356 Kanamycin K. Link / diese Arbeit
GFP-AtHsp70-1 p1150 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-2 p1219 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-3 p1220 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-4 p1430 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-5 p1221 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-14 p1222 Kanamycin diese Arbeit
GFP-AtHsp70-15 p1223 Kanamycin diese Arbeit

Nicotiana benthamiana

Nur Wildtyp
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Solanum tuberosum

Verwendeter Wildtyp: Linda

Tabelle 8: Verwendete transgene Kartoffel-Linie

Name Konstrukt Resistenz Referenz
Bin -NtCPIP1 +2a p760 und p761 Kanamycin diese Arbeit
4.1.2 Vektoren
Tabelle 9: Ursprungsvektoren
Vektor Selektionsmarker Referenz
pBinGFP Kan" J. Giese, Dissertation (2005)
pBinAR-p19 Kan® F. Bornke (unverdffentlicht)
pCR-Blunt Kan® Invitrogen (Karlsruhe)
pPENTR/D-TOPO Kan® Invitrogen (Karlsruhe)
pENTR2B Kan® Invitrogen (Karlsruhe)
pK7FWG2 Spec”/ Strep” Karimi et al., 2002
pK7WGF2 Spec”/ Strep” Karimi et al., 2002

PRB35S-GW-3myc

Spec”/ Strep”

F. Bornke (unverdffentlicht)

pYES-GW-3cmyc

Amp~

V. Bartetzko (unveréffentlicht)

PYES2

R

Amp

Invitrogen (Karlsruhe)

Tabelle 10: Verwendete Plasmide aus anderen meist unveroffentlichten Arbeiten

# Pseudonym Ursprungs-Vektor | Insert Referenz
p760 Bin -NtCPIP1 65N pBinAR- NtCPIP1 65N D. Hofius
p761 Bin -NtCPIP2a 66N pBinAR- NtCPIP2a 66N D. Hofius
p769 NtCPIP1fl-3cmyc BinAR-3cmyc NtCPIP1 D. Hofius
p770 NtCPIP2afl-3cmyc BinAR-3cmyc NtCPIP2a D. Hofius
p771 Bin -NtCPIP1fl. pBinAR- NtCPIP1 fl D. Hofius
p772 Bin -NtCPIP2afl pBinAR- NtCPIP2a fl D. Hofius
p777 pPSPYNE-At1g10350 pSPYNE-35S AtDjB23 D. Hofius
p792 pPMAL-PVYCP pPMAL-C2 PVYCP D. Hofius
p796 pPMAL-TuMVCP pPMAL-C2 TuMVCP D. Hofius
pl027 | pBin Atl1g10350 67N3cmyc | pBinAR-3myc AtDjB23 67N A. Maier
pl030 | pCR-Blunt-At2g2560fl pCR-Blunt AtDjB22 A. Maier
pl154 | pFV3-mR1 pFV3 amiRNA1 K. Paulus
pl1386 | pFV3-amiRNA-AtHsp70- pFV3 amiRNA-AtHsp70- | K. Link
14/15 14/15
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Tabelle 11: Plasmide fur Hsp40-Konstrukte

# Pseudonym Ursprungs- | Insert Matrize | Grole Schnittstelle
Vektor Fragment | 5’ 3
p1234 | pBin-AtDjB23-GFP | pBinGFP AtDjB23 p777 1047 bp | BamHI | Sall
pl1235 | pBin-AtDjB22-GFP | pBinGFP | AtDjB22 p1030 | 1011 bp | BamHI | Sall
p1236 pBin-NtCPIP1-GFP pBinGFP NtCPIP1 p769 921 bp BamHI | Sall
pl1237 pBin-NtCPIP2a-GFP | pBinGFP NtCPIP2a | p770 918 bp BamHI | Sall
Tabelle 12: Plasmide fir Viruskapsid-Konstrukte
# Pseudonym Ursprungs- Insert Matrize/ Grolie Primer
Vektor Eingangs- | PCR- 5 3
Vektor Produkt
pl1251 PENTR-PVYCP+st pPENTR/D- PVY CP p792 801 bp |1J42 | 1343
TOPO
pl1252 PENTR-TUMVCP+st | pENTR/D- TuMV CP | p796 867 bp | 1344 | 1345
TOPO
p1253 pK7WGF2-PVYCP pK7WGF2 PVY CP pl251
pl254 | pK7TWGF2-TUMVCP | pK7WGF2 TuMV CP | p1252
Tabelle 13: Eingangsplasmide fur AtHsp70-Konstrukte
# Pseudonym Ursprungs- Insert GrolRe Primer /
Vektor PCR- Schnittstelle
Produkt/ | 5 3
Fragment
p1210 PENTR-AtHsp70-1+st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-1 1960 1327 1319
pl211 PENTR-AtHsp70-2+st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-2 1966 1328 1320
pl212 PENTR-AtHsp70-3+st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-3 1954 1328 1321
pl429 PENTR2B-AtHsp70- PENTR2B AtHsp70-4 1961 1J111 13112
4+st BamHI | Notl
p1213 PENTR-AtHsp70-5+st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-5 1945 1330 1323
pl214 PENTR-AtHsp70-14+st | pPENTR/D-TOPO | AtHsp70-14 | 2500 1331 1324
pl1215 PENTR-AtHsp70- PENTR/D-TOPO | AtHsp70- 2215 1332 1325
15 +st 15
pl1665 PENTR-AtHsp70- pPENTR/D-TOPO | AtHsp70-15 | 2500 1332 1324
15fl+st
p1205 PENTR-AtHsp70-1-st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-1 1964 139 1J1
p1206 PENTR-AtHsp70-2-st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-2 1970 1J10 132
p1207 PENTR-AtHsp70-5-st PENTR/D-TOPO | AtHsp70-5 1949 1J12 135
p1208 PENTR-AtHsp70-14-st pPENTR/D-TOPO | AtHsp70-14 | 2504 1J13 1J6
pl662 PENTR-AtHsp70-15-st pPENTR/D-TOPO | AtHsp70-15 | 2504 1314 1J6

Bei Plasmiden “+st” endet das Insert mit dem Stoppkodon, bei “-st” vor dem Stoppkodon.
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Tabelle 14: Expressionsplasmide fir Hsp70-Isoformen

# Pseudonym Ursprungs-Vektor Insert Eingangs-
Vektor
p1150 | pK7WGF2-AtHsp70-1 pK7WGF2 AtHsp70-1 p1210
p1219 | pK7WGF2-AtHsp70-2 pK7WGF2 AtHsp70-2 pl211
p1220 | pK7WGF2-AtHsp70-3 pK7WGF2 AtHsp70-3 pl212
pl430 | pK7WGF2-AtHsp70-4 pK7WGF2 AtHsp70-4 pl1429
pl221 | pK7WGF2-AtHsp70-5 pK7WGF2 AtHsp70-5 pl213
pl222 | pK7WGF2-AtHsp70-14 pK7WGF2 AtHsp70-14 pl214
p1223 | pK7WGF2-AtHsp70-15 pK7WGF2 AtHsp70-15 pl215
p1216 | pK7FWG2-AtHsp70-1 pK7FWG2 AtHsp70-1 p1205
p1151 | pK7FWG2-AtHsp70-2 pK7FWG2 AtHsp70-2 p1206
p1152 | pK7FWG2-AtHsp70-5 pK7FWG2 AtHsp70-5 p1207
pl217 | pK7FWG2-AtHsp70-14 pK7FWG2 AtHsp70-14 p1208
pl664 | pK7FWG2-AtHsp70-15 pK7FWG2 AtHsp70-15 pl1662
p1554 | pYES-AtHsp70-14-3cmyc pPYES-GW-3cmyc AtHsp70-14 p1208
p1l663 | pYES-AtHsp70-15-3cmyc pPYES-GW-3cmyc AtHsp70-15 pl1662
Tabelle 15: Plasmide fur AtHsp70-2-K74M
# Pseudonym Ursprungs- Insert Matrize/ Mutagenese-
Vektor Eingangs- Primer
Vektor
p1353 | pENTR-AtHsp70-2- pPENTR/D- AtHsp70-2-K74M | p1206 1J66 1367
K74M-st TOPO
pl1354 | pK7TFWG2-AtHsp70-2- | pK7FWG2 AtHsp70-2-K74M | p1353 - -
p1356 Elzg\élSS-AtHspm-z- pRB35S-GW- | AtHsp70-2-K74M | p1353 - -
K74M-3cmyc 3cmyc

4.1.3 Oligonukleotide

Fur diese Arbeit benétigte Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried) synthetisiert.
Tabelle 16: Oligonukleotide

Nummer | Bezeichnung Sequenz 5'-3’

AM1 5'-At1g10350 67N ATGGATCCTCAGTACGGAGAAGAAGGTCTTAAATC
AM2 3'-At1g10350 67N GTCGACGCTTCCACCAAGAACTCTCTTGAGG
AM3 5'-At1g59725 68N ATGGATCCTCAATATGGTGAAGACGGACTTACG
AM20 5'-At1g10350fl f pQE TGGGATCCATGGGGGTGGATTACTACAATGTTC
1J1 AtHsp70-1-3'or GTCGACCTCCTCGATCTTAGGTC

132 AtHsp70-2-3'or GTCGACTTCCTCGATCTTGGGAC

135 AtHsp70-5-3'or ATCCACCTCTTCGATCTTGGGAC

1J6 AtHsp70-14-3'or GGTACTACCTTCCGCGGGATTC

1J9 AtHsp70-1-5'f CACCAACAATGTCGGGTAAAGGAGAAGGAC
1J10 AtHsp70-2/3-5'f CACCAACAATGGCTGGTAAAGGAGAAGGTC
1312 AtHsp70-5-5'f CACCAACAATGGCGACGAAATCAGAG

1J13 AtHsp70-14-5'f CACCAACAATGAGTGTAGTCGGGTTTGATTTTG
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Nummer | Bezeichnung Sequenz 5'-3’

1J14 AtHsp70-15-5'f CACCAACAATGAGTGTAGTTGGTTTTGATTTTG

1J16 AtAct1-5’ GCGATGAAGCTCAATCCAAACGAGG

1317 AtAct1-3’ GGTCACGACCAGCAAGATCAAGACG

1319 AtHsp70-1-3'r TTAGTCGACCTCCTCGATCTTAGG

1320 AtHsp70-2-3'r TTAGTCGACTTCCTCGATCTTGGG

1J21 AtHsp70-3-3' TTAGTCGACTTCCTCAATCTTGGG

1323 AtHsp70-5-3' CTAATCCACCTCTTCGATCTTGGG

1324 AtHsp70-14-3'r TTAGGTACTACCTTCCGCGGGATT

1325 AtHsp70-15-3'r TCAAAACCTTTTGCTTCTCTGCC

1327 AtHsp70-1-5'nf CACCATGTCGGGTAAAGGAGAAGGAC

1328 AtHsp70-2/3-5'nf CACCATGGCTGGTAAAGGAGAAGGTC

1330 AtHsp70-5-5'nf CACCATGGCGACGAAATCAGAG

1331 AtHsp70-14-5'nf CACCATGAGTGTAGTCGGGTTTGATTTTG

1332 AtHsp70-15-5'nf CACCATGAGTGTAGTTGGTTTTGATTTTG

1338 AtDjB23g+397r CACGTGTCCTTCCGCTACTC

1339 AtHsp70-1g+1048r TGTTGTCAAAATCTTCCCCAC

1342 PVY CP 5°fir GW CACCATGGCAAATGACACAATTGATGC

1J43a PVY CP 3°fir GW GGATCACATGTTCTTGACTCCAAGTAG

1J44 TuMV CP 5°fir GW CACCATGGCAGGTGAAACGCTTGACG

1J45a TuMV CP 3*fur GW GGATCATAACCCCTGAACGCCCAGC

1361 SAIL-LBla GAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC

1366 AtHsp70-2-K74MfM CACTGTTTCGATGCAATGAGGTTGATTGGTCGTAG
1367 AtHsp70-2-K74MrM CTACGACCAATCAACCTCATTGCATCGAAAACAGTG
1377 AtHsp70-3c+1145r ATAGCTGCCTGGACAGCAGC

1382 AtHsp70-2-gPCR1r CCAGTGGTCTTGTCCTCAGC

1385 AtAct2-5'qgPCR CACAGCACTTGCACCAAGCAG

1386 AtAct2-3'qgPCR GGACCTGCCTCATCATACTCG

1395 AtHsp70-14/15I GATTAAACATAAGACTCAACGGCTCTCTCTTTTGTATTCC
1J96 AtHsp70-14/15II GAGCCGTTGAGTCTTATGTTTAATCAAAGAGAATCAATGA
1397 AtHsp70-14/15l111 GAGCAGTTGAGTCTTTTGTTTATTCACAGGTCGTGATATG
1398 AtHsp70-14/15IV GAATAAACAAAAGACTCAACTGCTCTACATATATATTCCT
1J103 AtHsp70-2c+348f CAGTTCGCTGCTGAAGAGATC

1J111 AtHsp70-4-5'-Bamf GGATCCAATGGCGGGTAAAGGTGA

1J112 AtHsp70-4+st3'Notlr GCGGCCGCTTAATCAACTTCTTCAATCTTTGG

1J139 AtHsp70-15gPCRr TGCTCTGCTGGTTCTCAGTG

1J140 AtHsp70-16gPCRf ACCAAGGCGTGTGTTAGGTT

1J141 AtHsp70-16qPCRr GACAACTGCTCAAACTCTTCTCTC

1J143 AtHsp70-5qPCRf TCTTGATGTTGCTCCGCTTA

13145 AtDjB32c+495r CAACTCCTCAAGAGTACAAGCCAAT

1J156 AtHsp70-3c+614f CCTTGGTGGTGGTACATTCG

1J177 AtHsp70-14qr GGTGCTCTGCTGATTCTCAGCTCC
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4.1.4 Antikorper

Tabelle 17: Verwendete priméare Antikorper

Antikorper Verwendete Zugehoriger zweiter Referenz/Hersteller
Verdinnung | Antikorper
Anti-cmyc 1:2000 Ziege anti Kaninchen-HRP | Santa Cruz Biotochnology,
Heidelberg
Anti-GFP 1:1000 Kaninchen anti Maus-HRP | Roche, Mannheim
Anti-NtCPIP2a | 1:1000 Ziege anti Kaninchen-HRP | Hofius et al., 2007

4.1.5 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien

Laborchemikalien, Enzyme, Kits und Verbrauchsmaterialien wurden, wenn nicht speziell angegeben,
Uber die Firmen Carl Roth (Karlsruhe), VWR (Darmstadt), Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Fermentas
(St. Leon-Rot), Invitrogen (Karlsruhe), Quiagen (Hilden) und Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen.
Materialien zur Anzucht von Pflanzen im Gewachshaus stammen von der Bayerischen
Gartnereigenossenschaft (Nurnberg).

4.2 Methoden

4.2.1 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie Restriktionsverdau von Plasmid-DNA, Auftrennung von
DNA-Fragmenten mittels  Agarose-Gelelektrophorese, Ligation  von DNA-Fragmenten,
Dephosphorylierung mit Alkalischer Phosphatase, Polymerase-Kettenreaktion (PCR), Topoisomerase-
Reaktion und LR-Reaktion fir Gateway-Klonierung (Invitrogen, Karlsruhe) wurden nach
Herstellerangaben beziehungsweise gemald den Anleitungen von Sambrook et al. (1989)
durchgefiihrt. Sequenzierungen wurden von GATC (Konstanz) vorgenommen.

4.2.2 Methoden zur Arbeit mit Bakterien

4.2.2.1 Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von E. coli erfolgte bei 37C in LB-Medium (Luria et al., 1960 ). Agrobakterien wurden bei
28T in YEB (5 g/l Rinder-Extrakt, 1 g/l Hefe-Extra kt, 5 g/l Pepton aus Casein, 5 g/l Saccharose, 2 mM
MgSO,) angezogen. Bei Fliussigkulturen wurden die Kulturgefalle stets geschittelt oder gedreht und
die jeweiligen Festmedien wurden durch Zugabe von 1,5% Agar-Agar hergestellt. Bei Selektion auf
die verwendeten Plasmide wurden dem Medium nach dem Autoklavieren die entsprechenden
Antibiotika mit folgenden Endkonzentrationen zugesetzt:
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Tabelle 18: Antibiotika-Konzentrationen

Antibiotikum Endkonzentration Stammlésung gelést in
Ampicillin 100 g/ml H,O

Kanamycin 50 g/ml H,O

Rifampicin 50 g/ml DMSO
Spectinomycin 100 pg/ml H,O

Streptomycin 40 ug/ml H,O

4.2.2.2 Transformation von Bakterien

E. coli wurden Uber Hitzeschockbehandlung nach Standardprotokoll (Sambrook et al.,, 1989)
beziehungsweise den Herstellerangaben der kompetenten Zellen folgend transformiert. Die
Transformation von Agrobakterien mit binaren Pflanzenexpressionsvektoren wurde nach der Methode
von Hofgen und Willmitzer (1990) durchgefiihrt. Nach der Transformation wurden die Bakterien auf
Medien mit den entsprechenden Antibiotika (siehe 4.2.2.2) selektioniert.

4.2.3 Methoden zur Arbeit mit Pflanzenviren

4.2.3.1 Propagieren von PVY und TuMV

PVY wurde zumeist fortlaufend von Pflanze auf Pflanze auf dem Tabakwildtyp SNN propagiert, indem
die Pflanzen wie unter 4.2.3.3 beschrieben inokuliert wurden. Zur Lagerung wurden systemische
Blatter 10 Tage nach dem Inokulieren in schmale Streifen zerschnitten und nach Einfrieren in
flissigem Stickstoff lyophyllisiert.

Zum Propagieren von TuMV wurden etwa vier Wochen alte Chinakohlpflanzen inokuliert und 3
Wochen spater die systemischen Blatter ebenso geerntet, lyophyllisiert und bei 4C gelagert.

4.2.3.2 Infektion von Arabidopsis thaliana mit TuMV

Zur Infektion von Arabidopsis thaliana wurden 0,2 g lyophyllisiertes, virusinfiziertes Pflanzengewebe in
10 ml 5 mM Phosphatpuffer pH 7,2 gemdérsert und nach Zugabe von 1 g Siliconcarbid (Carborundum)
mit Hilfe eines kleinen Pistills auf die drei grof3ten Blatter von etwa 4-6 Wochen alten Pflanzen
aufgetragen. Nach kurzer Einwirkzeit wurden die Blatter mit Wasser abgespiilt.

4.2.3.3 Infektion von N.tabacum mit PVY

Zur Infektion von N. tabacum wurden ein Stanzer #15 (21 mm@) groRRes Stick frischen
beziehungsweise 0,2 g lyophyllisierten, virusinfizierten Pflanzengewebes in 10 ml 5 mM
Phosphatpuffer pH 7,2 gemdrsert und mit Hilfe eines Pistills auf eines der groR3en Blatter, das zuvor
mit Karborundum bestreut worden war, aufgetragen. Nach kurzer Einwirkzeit wurde das Blatt mit
Wasser gut abgesplilt.
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4.2.4 Methoden zur Arbeit mit Hefen

4.2.4.1 Anzucht von Hefen

Die verwendeten Hefestimme (Tabelle 4) wurden routinemaRig auf Vollmedium YPD (10 g/l
Hefeextrakt, 20 g/l Pepton, 20 g/l Glukose) bei 30°C unter Schutteln angezogen.

4.2.4.2 Transformation von Hefen

Zur Transformation wurde das Protokoll (Schiestl und Gietz, 1989), folgendermalfien vereinfacht: Die
auf eine optische Dichte bei 600 nm von etwa 0,6-0,7 angewachsene 50 mi-Vollmedium Kultur von
ssel -Hefen wurde Uber Zentrifugation (5 min bei 5000 rpm) geerntet und nach Resuspendieren in
sterilem Wasser erneut zentrifugiert. Die Hefezellen wurden in 1 ml 100 mM Lithiumacetat
resuspendiert und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Uberfiihrt. Nach 15 sek Zentrifugieren bei 13000
rpm wurde das LiAc abpipettiert und die Zellen in einem Endvolumen von 500 pl 100 mM LiAc
resuspendiert. Nach Aliquotieren zu 50 pl und kurzem Zentrifugieren wurde wieder der
Flissigkeitstiberstand entfernt. Als Transformationsmix wurden nacheinander 250 ul 50% PEG, 36 pl
1 M LiAc, 5 pl zuvor 5 min aufgekochte und in Eis abgekihlte Heringssperma-DNA (2 mg/ml) und 50
pul DNA-Lésung (0,1-10 pg) zugegeben. Nach grindlichem Vortexen fir 1 min folgte ein
Inkubationsschritt fir 30 min bei 30C. Nach einem Hitzeschock fir 20 min bei 42C wurde der
Transformationsmix nach Zentrifugieren bei 8000 rpm fiir 15 sek abgezogen. Das Pellet wurde in 200
pl sterilem Wasser resuspendiert. Zur Selektion wurden die Hefen auf Minimalmedium SCAD (20 g/
Glukose, 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base (ohne NH,), 0,67 g/l Aminosauremix ohne Uracil, 16,7 g/l Agar,
pH 5,8 mit NaOH) ausplattiert. Nach etwa 3-4 Tagen bei 30T konnten die Transformanden auf frische
Minimalmedium-Platten Uberimpft und Uber PCR-Analyse von Einzelkolonien die Aufnahme der
Plasmide pYES-2 (als Vektorkontrolle) beziehungsweise pYES-AtHsp70-14/15-3cmyc bestatigt
werden.

4.2.4.3 Stempeln von Verdinnungsreihen

Alle hierzu verwendeten Medien wurden zur Induktion der Expression mit Galaktose statt Glukose
angesetzt. Unter Verwendung einer in Minimalmedium (fir die transformierten Linien ohne Zugabe
von Uracil) gewachsenen Ubernachtkultur wurde YPD-Medium angeimpft und bei 37C bis zu einer
optischen Dichte bei 600 nm von ungeféhr 1 angezogen. Um eine optische Dichte von 1,0 zu erhalten
wurde passende Mengen Medium zugegeben. Nach Herstellung einer seriellen Verdinnungsreihe
(1:5) wurden die Hefekulturen mit Hilfe eines Stempels auf YPD-Platten Ubertragen und etwa 1-2
Tage bei 37T inkubiert. Die Inkubation erfolgte bei 37C, da der Wachstumsunterschied zwischen
Wildtyp W303 und der Deletionsmutante ssel dort besonders deutlich hervortritt.
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4.2.5 Methoden zur Arbeit mit Pflanzen

4.2.5.1 Anzucht von Arabidopsis thaliana

4.25.1.1 Anzuchtvon A.thaliana. auf Erde

Arabidopsis thaliana-Samen wurden in Aussaattépfen auf durchfeuchtetem Bodensubstrat (mit 65%
Erde, 25% Sand und 10% Lavagranulat ausgeséat. Nach einer Keimruhe von drei bis funf Tagen im
Dunkeln bei 4C wurden die Samen in eine Kurztag-Ph ytokammer (ca. 22<C, 8 h Beleuchtung, ca.
60% Luftfeuchtigkeit) umgestellt. Um die Keimlinge vor Austrocknung zu schiitzen, wurden sie bis kurz
nach der Keimung mit Folie bedeckt. Etwa zwei Wochen nach der Aussaat wurden die Pflanzen
einzeln umgesetzt. Nur zur Bluhinduktion und Samenproduktion wurden die Pflanzen ins
Gewachshaus (ca. 22T, 16 Stunden zusatzliche Beleu chtung) Uberfuhrt. Zur Selektion auf das
Markergen BAR wurden die Keimlinge im Alter von 1-2 Wochen dreimal in etwa 3-tdgigem Abstand
mit BASTA (Bayer, Monheim am Rhein) 1 mg/ml bespriiht.

4.25.1.2 Anzuchtvon A.thaliana auf MS-Platten

Die Samen wurden steril auf MS-Medium (4.4 g/l Murashige & Skoog Medium inklusive Vitaminen,
0.5 g/l MES, 8 g/l Phytagar, 20 g/l Saccharose, pH mit KOH auf 5.7) gesat. Dazu wurden die
Oberflache der Samen zuvor durch Gas sterilisiert, indem sie tber Nacht in einem Exsikkator inkubiert
wurden, in dem Salzsdure und Natriumhypochloridlésung gemischt worden waren. Zur Stratifikation
wurden die mit den Samen bestreuten Platten fiir 2-5 Tage im Dunkeln bei 4C gelagert, bevor sie in
die Phytokammer mit 16 Stunden Licht pro Tag und konstant etwa 21<C uberfuhrt wurden. Zur
Selektion von transgenen Pflanzen wurde den Platten BASTA (Pestanal 12 pg/ml), Sulfadiazin (Na-4-
amino-N-[2-pyrimidinyllbenzene-sulfonamide 5,25 pg/ml) oder Kanamycin (50 pg/ml) zugegeben. Fir
Keimungs- und Photosyntheseuntersuchungen wurde MS-Medium ohne Saccharose verwendet und
teilweise Abszisinsdure mit einer Endkonzentration von 0,5 oder 1 uM zugesetzt.

4.2.5.2 Stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Die Transformation ("floral dip") erfolgte leicht verandert nach einem Protokoll von Clough und Bent
(1998).

Mit 5 ml einer Agrobacterium tumefaciens-Vorkultur mit dem passenden Expressionsplasmid wurden
300 ml YEB-Medium mit Rifampicin, Ampicilin und dem Plasmid entsprechendem Antibiotikum
angeimpft und Uber Nacht bei 28C inkubiert. Am né&c hsten Tag wurden 9 g Saccharose und 172 |
Silwet (Lehle seeds, Round Rock, USA) zugegeben und die Kultur in ein hohes Becherglas tberfuhrt.
Fur die Transformation wurden Pflanzen verwendet, die mdglichst viele sich 6ffnende Bliten und reife
Knospen und keine Schoten besalen. Die Blitenstdnde wurden fir etwa 1 min in die
Agrobakteriensuspension getaucht und anschlieend fur 2-3 Tage in ein Minigewéchshaus gestellt,
um eine hohe Luftfeuchtigkeit zu gewahrleisten. Danach wurden sie im Gewachshaus weiter kultiviert.
Nach Reife der ersten Schoten wurden Papiertiiten Giber die oberirdischen Pflanzenteile gesteckt und
noch etwa eine Woche langer gegossen. Nach dem vollstdndigen Austrocknen wurden die Samen
geerntet.
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4.25.3 Anzucht von Nicotiana benthamiana und N. tabacum

Nicotiana-Pflanzen wurden im Gewachshaus auf Erde mit 16 Stunden zusatzlichem Licht (250-300
pmol quanta/mzls) bei etwa 60-70% relativer Luftfeuchtigkeit und 18-22<C kultiviert.

4.2.5.4 Transiente Transformation von Nicotiana-Bla ttern

Mit 1 ml einer frischen 5 ml Agrobacterium tumefaciens-Vorkultur wurden 50 ml-Kulturen YEB-Medium
mit den entsprechenden Antibiotika angeimpft. Auerdem wurden 500 ul 1 M MES (pH=5,6-5,7) und
10 pl 100 mM Acetosyringon (in DMSO) zugegeben. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 28C. Am
folgenden Tag wurden die Zellen durch Zentrifugieren geerntet und mit Infiltrationspuffer (10 mM
MgCl,, 10 mM MES, 100 pM Acetosyringon) eine 0Dggonm VON 1,0 eingestellt. Der Ansatz wurde 2-3
Stunden bei RT inkubiert und anschlieend mit einer kleinen Spritze in jingere Blatter von Nicotiana
benthamiana oder Nicotiana tabacum von der Unterseite her infiltriert. Gegebenenfalls wurde ein
»Silencing“-Suppressor (pl19 Protein des Tomatenzwergbuschvirus TBSV, Plasmid pBinAR-p19) in
einer 1:1 Mischung koinfiltiert.

4.2.5.5 Stabile Transformation von Nicotiana tabacum

Die stabile Transformation von Nicotiana tabacum (SNN) wurde Uber Agrobakterien vermittelten
Transfer wie beschrieben durchgefihrt (Rosahl et al., 1987). Die transgenen Pflanzen wurden auf
Medium mit Kanamycin vorselektionierte und nach Identifizierung positiver Transformanden auf Erde
umgesetzt.

4256 Anzucht und stabile Transformation von Solanum

tuberosum

Solanum tuberosum wurde mittels Agrobakterien-vermittelten T-DNA-Transfers stabil transformiert wie
beschrieben (Rocha-Sosa et al., 1989). Die Pflanzen wurden in der Gewebekultur auf MS-Medium
(4.4 g/l Murashige & Skoog Basal Medium, 8 g/l Phytagar, 20 g/l Saccharose, pH mit NaOH auf 5.75)
angezogen und vermehrt. FlUr weitere Untersuchungen wurden sie in Erde gepflanzt und im
Gewachshaus bei 16 Stunden zusatzlichem Licht, 16-20C und ungefahr 60-70% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

4.2.5.7 Mikroskopie von Pflanzen und Pflanzengewebe n

Zur Untersuchung von kleinen Pflanzen oder ganzen Pflanzengeweben wurde ein Stereomikroskop
mit einer DFC480 Fluoreszenz Kamera (Leica) und der Leica IM500 Software verwendet. Die GFP-
und Chlorophyll Auto-Fluoreszenz von transformierten Pflanzen wurde mit Hilfe eines Langpass-Filters
(510 nm) nach einer Anregung mit Licht einer Wellenlange von 460 bis 500 nm analysiert.

Zur Analyse der intrazellularen Lokalisation von GFP-Fusionsproteinen wurde die Blattunterseite von
transient transformierten Nicotiana benthamiana Pflanzen oder die Blattoberseite von stabil
transformierten Nicotiana tabacum Pflanzen mit einem Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Leica
TCS SP2 oder SP5) aufgenommen. Zur Anfarbung der Zellwand wurden die Blattstiicke zuvor fiir 5
min in einer Propidium-Jodid-Lésung (5 mg/ml in H,O; Sigma-Aldrich) inkubiert und einige Male mit
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destilliertem Wasser gewaschen. Die Anregung erfolgte mit einem Argon-Laser bei 488 nm und die
GFP-Emission wurde zwischen 497 und 526 nm und Propidium-Jodid zwischen 598 und 650 nm
detektiert. Stomata der Blattunterseite von Arabidopsis-Pflanzen wurden mit einem Leica DMR
Lichtmikroskop (Leica Microsystems, Bensheim, Germany) untersucht.

4.2.5.8 Gaswechselmessung und ABA-Behandlung

Die Gasaustauschmessungen wurden mit ausgewachsenen Blattern an etwa 9-10 Wochen alten
Pflanzen bestimmt, wobei ein kombiniertes Infrarot Gasaustausch/Chlorophyll-Fluoreszenz-
Bildgebungssystem (GFS-3000 und Mini-Imaging-PAM Chlorophyll Fluorometer, WALZ; Effeltrich)
benutzt wurde. Zur ABA-Behandlung wurden die Pflanzen mit 50 uM ABA (Verdinnung einer 100 mM
Stammldésung von ABA in Dimethylformamid mit 0,05% Tween20) oder einer Wasserkontrolle ohne
ABA bespriht. Nach einer Stunde wurden die Pflanzen direkt ohne Dunkeladaption zur
Gaswechselmessung verwendet. Die Bedingungen in der Messkivette wurden auf 22<C, 350 ppm
CO, und 20000 ppm H,0O, ~250 pE m? s™ Lichtintensitat festgelegt. Die Wasserleitfahigkeit g(H,O)
wurde auf die Blattfliche berechnet, die Uber die Fluoreszenzbildgebung vor der Messung
aufgenommen wurde.

4.2.6 RNA-bezogene Methoden

4.2.6.1 RNA-Isolierung aus Pflanzenmaterial

Die RNA-Isolierung erfolgte nach einem Protokoll von Logemann et al. (1987) wie im Folgenden
beschrieben. Gewebeproben (etwa 0,2 mg Blattmaterial) wurden in einem Morser mit flissigem
Stickstoff unter Zugabe von 400 — 1000 pl (Verhaltnis Pflanzenmaterial zu Puffer ~1:3) Z6-Hochsalz-
Puffers (8 M Guanidinium-HCI, 20 mM MES, 20 mM EDTA pH 7,0 mit NaOH, inkl. 7 ml/l -
Mercaptoethanol) homogenisiert. Die Suspension von zermdrsertem Gewebe in Z6-Puffer wurde mit
500 pl Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (im Volumenverhéltnis 25:24:1) versetzt, 30 sek gevortext
und 5-15 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben bei 13000 rpm, 10 min
abzentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die obere, wassrige Phase in ein neues
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Die saure Féllung der RNA erfolgte durch Zugabe von 1/20 Volumen 1 N
Essigsaure und 70% Ethanol und dreimaligem Invertieren der Probe. Nach einer 10-minltigen
Inkubation bei Raumtemperatur oder langerer Inkubation bei 4C wurde die RNA pelletiert (10 min,
13000 rpm). Das Pellet wurde ein oder zweimal mit 500 ul 3 M Natriumacetat pH 5,2 und einmal mit
80% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 30 — 100 pl DEPC-Wasser 10 min bei 65T geltst. Alle
bei der RNA Extraktion verwendeten Losungen wurden mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt.

4.2.6.2 Northernblot

Fur Northernblot-Analysen wurden 20-22 ug der Gesamt-RNA auf Agarosegel mit 1,5% Formaldehyd
aufgetrennt und etwa 16 Stunden Uber Kapillar-Transfer mit 20xSSC Puffer (3 M NaCl, 0,3 M NacCitrat)
auf Nylonmembranen tbertragen. Die Fragmente wurden mit [*P]dCTP unter Verwendung des High
Prime Kits (Roche) radioakiv markiert und die Hybridisierung in Church-Puffer (7% SDS, 1 mM EDTA
pH 8,0, 500 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2, 0,5% BSA) bei einer Temperatur von 65C durchgefihrt.
Nach stringentem Waschen mit 6-1x SSC wurden die radioaktiven Signale tber Exposition eines
Roéntgenfilms detektiert.
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Tabelle 19: Verwendete Northernblot-Sonden

Name Grole Fragment Sequenz aus Plasmid
TuMV-CP 867 bp BamHI/Sall TuMV-CP cDNA pl057
AtHsp70-2 548 bp EcoRl/Sall AtHsp70-2 cDNA pl211
AtHsp70-4 306 bp Sacl AtHsp70-4 cDNA p1429
AtHsp70-14/15 811 bp EcoRI/Pstl AtHsp70-14 cDNA p1208

4.2.6.3 cDNA-Synthese und RT-PCR-Analysen

Zur Synthese von cDNA wurden 5 pg RNA mit DNAsel (Fermentas, St. Leon-Rot) verdaut und als
Template fur die cDNA-Synthese mit Oligo d(T)30 Primern und RevertAid™ H minus first strand cDNA
synthesis kit (Fermentas, St. Leon-Rot) den Herstellerangaben gemaR verwendet. Die cDNA wurde
fur RT-PCR-Analysen mit genspezifischen Primern amplifiziert (Tabelle 20).

Tabelle 20: Primerkombinationen fir RT-PCR-Analysen

Genname Genlocus 5 Primer 3’ Primer Kapitel
Actinl At2g37620 1J16 bzw. 1385 1J17 bzw. 1386 siehe unten
AtDjB23 At1g10350 AM20 1338 2.1.3
AtDjB32 At1g59725 AM3 13145 2.1.3
AtHsp70-1 At5g02500 1327 1339 22421
AtHsp70-2 At5g02490 1J103 1382 22421
AtHsp70-3 At3g09440 1J156 1377 22421
AtHsp70-5 T-DNA At1g16030 1J143 1361 22421
AtHsp70-14 At1g79930 1J31 1J177 2.2.4.3.2
AtHsp70-15 At1g79920 1332 1J139 2.24.3.2
AtHsp70-16 Atlg11660 1J140 1J141 2.2.4.3.2

4.2.6.4 Mikroarray-Analyse

Zur Hybridisierung mit einer Anlage von Agilent Technologies auf Agilent Arabidopsis V4 (21169)
Mikroarray-Chips wurde gereinigte Gesamt-RNA von adulten Blattern von 8 Wochen alten Pflanzen
verwendet. Die Hybridisierung wurde durchgefiihrt wie beschrieben bei Ferreira et al. (2010). Die
Daten wurden mit Genespring XI ausgewertet. Sie wurden zum Median aller Proben normalisiert,
nachdem die Rohdaten einer log2 basierten Transformation unterzogen, eine Ausschlussgrenze bei
1,0 gesetzt und die Daten zum 75%-Wert verschoben worden waren.

Differentiell regulierte Gene von amiRNA-AtHsp70-14/15- im Vergleich zu Kontrollpflanzen mit p<0,05
in einem Welchtest und mehr als zweifacher Anderung wurden nach einer Benjamini Hochberg-FDR-
Korrektur ermittelt. Offentlich verfiigbare Affymetrix-Daten von Sugio et al. (2009) (GEO: GSE11788)
und von Kilian et al. (2007) (NASCARRAY-137,-140,-141,-146) wurden bei NASC
(www.arabidopsis.info) oder GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) heruntergeladen. Die Daten von Sugio
et al. (2009) wurden wie oben beschrieben jedoch ohne multiple Test-Korrektur analysiert und aus
den anderen Affymetrixdatensatzen wurden mehr als zweifach regulierte Gene Uber Vergleich der
Stresshehandlung zur entsprechenden Kontrollbehandlung bestimmt. Nach Benutzen der Genespring
XI-Funktion zum ,Translation Mapping“ wurde die Cluster-Analyse mit dem Programm Cluster V2.1
durchgefiihrt und UGber Treeview V1.6 (Eisen et al., 1998) entsprechend der Programmanleitung
(http://rana.lbl.gov/manuals/ClusterTreeView.pdf) durchgefihrt. Fir das hierarchische Anordnen der
Gene und Arrays wurde die ,Spearman Rank“ Korrelation und ,Complete Linkage Clustering®
verwendet.
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4.2.7 Protein-bezogene Methoden

4.2.7.1 SDS-PAGE

Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen wurden Proben gleicher Blattflache
(Pflanzenblattmaterial zuvor pulverisiert) mit SDS-Probenpuffer (wie 80 pl 2xLammli pro Blattstanzer
#5 mit 9mm &) versetzt und 10-25 pl des Gesamtextraktes (abhangig von der GréRe des Gels) tUber
SDS-Polyacrylamidgele (Laemmli, 1970) mit 6-15%igem Trenn- und 6,3%igem Sammelgel bei 100-
200 V aufgetrennt. Als GroRBenmarker dienten Proteinstandards von BioRAD (Minchen) oder
Fermentas (St. Leon-Rot).

4.2.7.2 Westernblot

Durch Westernblot-Analysen mit Antikdrpern gegen GFP beziehungsweise c-myc oder speziell gegen
die Chaperone gerichteten Antikorpern (siehe 4.1.4) wurde die Expression der Fusionsproteine
untersucht.

Um Proteine durch Antikoérper nachweisen zu kénnen, wurden diese durch SDS-PAGE (siehe oben)
aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran geblottet (60-90 min bei etwa 2,6 mA/cmZ). Als
Puffergrundlage wurde 10xTBS (200 mM Tris, 5 M NaCl, pH 7,5 mit HCI) verwendet. Die
Nitrocellulose wurde in Blockierungspuffer (1XTBS, 1%Tween, 5% Magermilchpulver) geschwenkt und
darin ein bis mehrere Stunden bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4C aufbewahrt. Die
Inkubation mit dem primaren Antikérper (verdinnt mit Blockierungspuffer mit 1-5% Milchpulver)
erfolgte 1-4 h bei RT oder Uber Nacht bei 4C. Dann wurde die Membran 45 min mit
1xTBS+1%Tween-Puffer gewaschen, wobei dieser 2mal gewechselt wurde. Es folgte eine ein- bis
eineinhalbstiindige Inkubation bei RT auf einem Schuttler mit dem Meerrettich-Peroxidase (HRP)-
gekoppelten sekundaren Antikérper (1:20000 verdinnt mit Blockierungspuffer mit 1% Milchpulver)
gegen Maus- oder Kaninchen entsprechend dem primaren Antikorper (Tabelle 17). Die Nitrocellulose
wurde danach erneut 45 min mit 1XTBS+1%Tween gewaschen. Nach Behandlung mit ECL-Reagenz,
bei dem 1 ml Lésung A (200 ml 0,1 M Tris-HCI pH 8,6 mit 50 mg Luminol) frisch mit 0,3 pl 30% H,0,
und 100 pl Lésung B (11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in 10 ml DMSO) gemischt wurden, konnten
die Signale durch Auflegen eines Rontgenfiims fiir wenige Sekunden bis einige Minuten detektiert
werden.

4.2.7.3 ELISA zur Titerbestimmung von PVY und TuMV

Die Titerbestimmung von PVY und TuMV wurde mit speziellen Antikérpern von BIOREBA (Reinach,
Schweiz) und nach deren Anleitung als ELISA (enzymgekoppelter Immunadsorptionstest, engl.
enzyme linked immunosorbent assay) durchgefiihrt. Es wurden je nach Pflanzenart unterschiedliche
Mengen an in flissigem Stickstoff schockgefrorenen Blattsticken verwendet. Fir Tabak wurden
Blattstiicke der GroRe 2x Stanzer #9 (14 mm @) und fur Arabidopsis 2x Stanzer #3 (7mm @) mit 1,5
ml beziehungsweise 0,6 ml Extraktionspuffer homogenisiert. Jeweils 100 pl der Extrakte wurden fur
den ELISA eingesetzt, wobei von jeder Probe eine Verdinnungsreihe angefertigt wurde, und mit 100
pl Antikérperlésung wurde nur die Haélfte der vorgeschlagen Menge eingesetzt. Die Messung der
Enzymreaktion wurde nach Abstoppen mit 3 M NaOH photometrisch bei einer Wellenldnge von 405
nm mit einer Referenzwellenlange von 490 nm durchgefihrt.
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5 Zusammenfassung

Hitzeschockproteine (Hsp) der hoch konservierten Hsp70- und Hsp40-Familien besitzen als
molekulare Chaperone in einem gemeinsamen Komplex eine entscheidende Rolle bei der
Faltung von Proteinen in vielen Organismen.

Die vorliegende Untersuchung des cytosolischen Hsp70-Hsp40-Systems in der
Modellpflanze Arabidopsis thaliana erfolgte ausgehend von der Wechselwirkung von
Potyvirus-Kapsidproteinen und pflanzlichen Hsp40-Kandidaten. Die Interaktion der Tabak-
und Arabidopsis-Hsp40-Proteine NtCPIP1, NtCPIP2a und AtDjB23 mit dem Kapsidprotein
des Kartoffelvirus Y (PVY) war zuvor Uber Hefe-Zwei-Hybrid-Analysen identifiziert und unter
anderem durch in vitro-Protein-Bindungs-Studien bestéatigt worden. Uber Expression von
GFP-Fusionsproteinen dieser Hsp40-Proteine wurde ihre intrazellulare Lokalisation als
cytosolisch und nukledr bestimmt. Gleiches gilt fur die Viruskapsidproteine von PVY und
Ribenmosaikvirus (TuMV), was eine Voraussetzung flr eine in vivo-Interaktion darstellt. In
Abhangigkeit von Infektionen mit PVY konnten keine Veranderungen der Lokalisationen
beobachtet werden, jedoch zeigte sich bei starker Expression von AtDjB23-GFP-
Fusionsproteinen ein Auftreten cytoskelettartiger Strukturen.

Die Steigerung der PVY-Toleranz durch Expression von J-Doménen-deletierten Tabak-
Hsp40-Formen konnte erfolgreich von Tabak- auf Kartoffelpflanzen tbertragen werden, was
die Bedeutung der Kapsid-Hsp40-Interaktion bestétigte. Schliel3lich fuhrte ebenfalls die
Expression des J-Doméanen-deletierten Arabidopsis-Hsp40-Proteins AtDjB23 in Arabidopsis
zu einer erhéhten TuMV-Toleranz. Die Expression homologer Hsp40-Varianten ohne J-
Doméne erscheint somit vielversprechend, um in verschiedenen Pflanzen Virustoleranzen zu
erzeugen. Demgegentber fihrt der Ausfall von AtDjB23 und gleichzeitig der am néchsten
verwandten Isoform nicht zu einer Verdnderung der Sensitivitat gegeniber dem Virus oder
des Wachstums der Arabidopsis-Pflanzen. Selbiges traf fur den Hsp70-Kofaktor AtCHIP zu,
was in diesem Fall im Gegensatz zu den Hsp40-Proteinen nicht mit mdglichen Redundanzen

einer groRen Genfamilie erklart werden kann.

Als weiteren Bestandteil des Chaperonsystems wurden die cytosolisch vorhergesagten
Hsp70-Isoformen in Arabidopsis untersucht. Aufgrund der Homologie wurden AtHsp70-1 bis
-5 der DnaK-Unterfamilie und AtHsp70-14 bis -16 der Hsp110/SSE-Unterfamilie zugeordnet.
Die durchgefihrten Analysen zeigten grofRe Unterschiede aber auch Gemeinsamkeiten in
Expressionsmustern und Lokalisationen bei Standard-, Hitze- und Virusbehandlungen.
Besonders bemerkenswert war, dass die GFP-Fusionsproteine von AtHsp70-1 bis -5, -14

und -15 zwar unter Standardbedingungen, wie vorhergesagt, im Cytosol und Zellkern
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lokalisiert waren, jedoch bei Hitzestressbehandlung unterschiedliche reversible
Verschiebungen der Lokalisation auftraten.

Mit verschiedenen Ansatzen der reversen Genetik wurden Pflanzen untersucht, bei denen
Hsp70-Isoformen Giberexprimiert oder herabreguliert wurden. Nach Uberexpression sowohl
der einzelnen Isoformen als auch der putativen ATPase-defizienten Form AtHsp70-2-K74M
wurden weder bei Normal- noch Hitze- oder Virusbehandlung phanotypische Unterschiede
zum Wildtyp beobachtet. Aus physiologischen Analysen von T-DNA-Insertionslinien wurden
deutliche Hinweise auf funktionelle Redundanz der cytosolischen Mitglieder der DnaK-
Unterfamilie gewonnen.

Im Gegensatz dazu wurden beim Ausfall von Mitgliedern der Hsp110/SSE-Unterfamilie klar
erkennbare Auffalligkeiten beobachtet. Transgene amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen, welche
eine deutlich verringerte Transkriptmenge von AtHsp70-14 und —15 besitzen, sowie hsp70-
15 Knockout-Pflanzen, nicht aber hsp70-14 oder hsp70-16 KO-Pflanzen, besal3en einen
Phanotyp mit verringertem Wachstum, beschleunigtem Welken aufgrund geéffneter Stomata
als auch geringerer Hitze- aber erhdhter Virustoleranz gegenuber TuMV. Eine
Transkriptomanalyse der amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen zeigte eine konstitutive
Hitzeantwort mit besonderer Ahnlichkeit zur ~cytosolischen Proteinantwort”. Da dies auf eine
Akkumulation missgefalteter Proteine und somit auf eine gestérte Chaperonfunktion hinweist,
wurde unter Bezug auf die Homologie zu SSE1 ein Modell fir eine Nukleotidaustausch-
Funktion von AtHsp70-15 fir die cytosolischen Mitglieder der DnaK-Unterfamilie aufgestellt.
AtHsp70-15 scheint dementsprechend ein entscheidender Faktor fiur die Faltung

cytosolischer Proteine zu sein.
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Summary

Heat shock proteins (Hsp) of the highly conserved Hsp70 and Hsp40 families play, as
molecular chaperones in a joint complex, a crucial role for protein folding in many organisms.
In the present thesis the cytosolic Hsp70-Hsp40 system in the model plant Arabidopsis
thaliana was analysed, starting with the interplay between potyvirus capsid proteins and plant
Hsp40 candidates. The interaction of tobacco and Arabidopsis Hsp40 proteins NtCPIP1,
NtCPIP2a, and AtDjB23 with the potato virus Y (PVY) capsid protein has been identified
before by a yeast two-hybrid screening and affirmed for example by in vitro pull-down
analyses. The intracellular localization of these Hsp40 proteins was determined to be
cytosolic and nuclear via expression of GFP fusion proteins. The same was shown for PVY
and Turnip mosaic virus (TuMV) capsid proteins, which is a prerequisite for the in vivo
interaction of the capsid proteins with Hsp40 proteins. PVY infection did not change the
localization of AtDjB23-GFP fusion proteins but strong expression rates led to fluorescent
structures reminiscent of cytoskeleton elements.

The overexpression of J-domain deleted tobacco Hsp40 variants led in potato, as before in
tobacco, to enhanced PVY resistance, which reinforced the importance of the capsid-hsp40
interaction. The same result could be achieved with the Arabidopsis homoloque AtDjB23 in
Arabidopsis thaliana. Therefore, utilization of Hsp40 deletion variants missing the J-domain
seems to be an efficient way to create virus-tolerant plants. In contrast, complete loss of
AtDjB23 and its closely related isoform did not change sensitivity to potyviruses and had no
effect on plant growth in Arabidopsis. The same results were obtained for the hsp70 cofactor

AtCHIP, which in this case can not be explained by redundancy within a large gene family.

As another part of the chaperone system, cytosolic predicted Hsp70 isoforms in Arabidopsis
were analysed in detail. Due to sequence homology, AtHsp70-1 to -5 were grouped into the
DnaK subfamily and AtHsp70-14 to —16 into the Hsp110/SSE subfamily. Large differences
but also similarities were found in their expression patterns and localizations after standard,
heat, or virus treatment. Notably, GFP-fusion proteins of AtHsp70-1 to -5, -14 and —-15 were
localized, as predicted, to cytosol and nucleus under normal conditions, but shifted reversibly
to different localizations during heat treatment.

In several reverse-genetic attempts, Hsp70 over-expressing or silenced plants were
investigated. Overexpression of single isoforms or of a putative ATPase deficient variant,
AtHsp70-2-K74M, did not show phenotypical changes compared to wild type under standard,
heat, or virus treatment. Additionally, studies with T-DNA insertion lines strongly suggested a

functional redundancy among the cytosolic members of the DnaK subfamily.
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In contrast, the loss of members of the Hsp110/SSE subfamily led to a mutant phenotype.
Transgenic AtHsp70-14/15 silenced plants and hsp70-15 knock-out mutant plants exhibited
reduced size, accelerated wilting due to opened stomata, enhanced heat sensitivity, and
virus tolerance against TuMV, whereas hsp70-14 KO and hsp70-16 KO plants reflected wild
type phenotype. Transcriptional analysis of AtHsp70-14/15 silenced plants showed a
constitutive heat response, with special similarity to the “cytosolic protein response”,
suggesting the accumulation of unfolded proteins and disturbed chaperone function. Hsp70-
15 is thought to be, like its yeast homologue SSE1, a nucleotide exchange factor for the
cytosolic Hsp70 isoforms of the DnaK subfamily. Therefore, AtHsp70-15 is likely to be a key

factor for the proper folding of cytosolic proteins.
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Anhang

Abktrzungen

A.th. Arabidopsis thaliana, (Ackerschmalwand) gehért zur Familie der Brassicaceae
(Kreuzblitler)

ABA Abszisinsaure (engl. abscisic acid)

ADP Adenosindiphosphat

AtHsp70 Arabidopsis thaliana Homologe zu 70 kDa Hitzeschockproteinen

AtBAG Arabidopsis thaliana Homologe zu den tierischen BAG (Bcl-2-associated
athanogene)-Proteinen

AtCHIP Arabidopsis thaliana Homolog zu CHIP (engl. carboxyl terminus of Hsc70-
interacting protein)

amiRNA artifizielle mikroRNA (engl. artificial microRNA)

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

BSA Rinderserumalbumin (engl. bovine serum albumine)

Camv Blumenkohl-Mosaikvirus (engl. cauliflower mosaic virus)

cDNA komplementare Desoxyribonukleinsédure (engl. copy desoxyribonucleic acid)

cds kodierende Sequenz (engl. coding sequence)

CP Kapsid-/Hullprotein (engl. capsid/coat protein)

CPR Cytosolische Proteinantwort (engl. cytosolic protein response)

Col-O WT Okotyp Columbia 0 Wildtyp von A.thaliana

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure (engl. desoxyribonucleic acid)

DNase Desoxyribonuklease

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dpi Tag(e) nach Infiltration/Inokulation (engl. day(s) post infiltration/inoculation)

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ELISA enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (engl. enzyme linked immunosorbent
assay)

EtOH Ethanol

ER Endoplasmatisches Reticulum

GFP grin fluoreszierendes Protein

GST Glutathion-S-Transferase

h Stunde(n)

HA Hamaglutininprotein

6His Hexa-Histidin

HRP Meerrettich-Peroxidase (engl. horse radish peroxidase)

HSE Hitzeschockelement (engl. heat shock element)

Hsf Hitzeschockfaktor (engl. heat shock factor)

Hsp Hitzeschockprotein (engl. heat shock protein)

Kan Kanamycin

kb Kilobasenpaar(e)
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kDa
KLSM
LB
LiAc
M/m
MES
MP17
MW
mMRNA
NEF
NtCPIP1/2a

N. benthamiana

N. tabacum
oD

PAM
PCR
PEG
PLRV
PVA
PVY

RB

Rif

RNA
RNase
rpm

RT
RT-PCR
RT-Reaktion
SDS
SsHsp
Spec
Strep
TAIR

TAP
TBSV
TMV
TEV
TSWV
Tris
TuMV
TVMV
UPR
uv
wpi
WT

Kilodalton

Konfokales Laser Scanning Mikroskop

Linke Grenze der T-DNA-Insertion (engl. left border)
Lithiumacetat

Mol/molar

Morpholino-ethansulfonsaure

Transport-Protein des des PLRV (engl. movement protein)
Molekulargewicht (engl. molecular weight)
Boten-Ribonukleinsaure (engl. messenger ribonucleic acid)
Nukleotid-Austauschfaktor (eng. nucleotide exchange factor)
Nicotiana tabacum ,capsid protein interacting protein“ (DnaJ-ahnliche Proteine)
Nicotiana benthamiana (Familie Solanaceae)

Nicotiana tabacum, Rauchtabak (Familie Solanaceae)
optische Dichte

Puls-Amplituden-Modulation

Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol

Kartoffel-Blattrollvirus (engl. potato leaf roll virus)
Kartoffelvirus A (engl. potato virus A)

Kartoffelvirus Y (engl. potato virus Y)

rechte Grenze der T-DNA-Insertion (engl. right border)
Rifampicin

Ribonukleinséure (engl. ribonucleic acid)

Ribonuklease

Umdrehungen pro Minute (engl. revolutions per minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Reverse Transkriptase-Reaktion

Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

kleine Hitzeschockproteine (engl. small heat shock proteins)
Spectinomycin

Streptomycin

Arabidopsis Internetdatenbank (engl. the arabidopsis information resource)

www.arabidopsis.org

Doppelte Affinitats-Reinigung (engl. tandem affinity purification)
Tomatenzwergbuschvirus (engl. tomato bushy stunt virus)
Tabakmosaikvirus (engl. tobacco mosaic virus)

Tabakatzvirus (engl. tobacco etch virus)

Tomatenbronzefleckenvirus (engl. tomato spotted wilt virus)
Trihydroxymethylaminomethan

Ruben-Mosaikvirus (engl. turnip mosaic virus)

Tabakvenenfleckenvirus (engl. tobacco vein mottling virus)

Antwort auf ungefaltetet Proteine im ER (engl. unfolded protein response)
ultraviolett

Woche(n) nach Infiltration/Inokulation (engl. week(s) post infiltration/inoculation)
Wildtyp
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Ubersichtstabellen

Cytosolische Hsp70-Isoformen in

Arabidopsis thaliana:

Unter- Name Locus Synonym | Anzahl Lange der | Zugangs-
familie der kodierenden | nummer der
Amino- | Sequenz kodierenden
sauren | (inkl. Stopp) | Sequenz
in bp
AtHsp70-1 At5g02500 Hsc70-1 651 1956 NM_120328
AtHsp70-2 At5g02490 Hsc70-2 653 1962 NM_120327
AtHsp70-3 At3g09440 Hsc70-3 649 1950 NM 111778

% AtHsp70-4 At3g12580 Hsp70 650 1953 NM_ 112093

8 AtHsp70-5 Atlg16030 | Hsp70b 646 1941 NM_101471

- AtHsp70-14 Atlg79930 Hsp91l 831 2496 NM_106642

o

d AtHsp70-15 Atl1g79920 Hsp91l 831 2496 NM_ 106641

o Ww

£ 8 AtHsp70-16 Atlg11660 - 773 2322 NM_ 101038

Auswabhl cytosolischer Hsp40-Proteine:

Organismus | Name Locus/ Synonym Anzahl der | Lange der
Zugangs- Aminosauren | kodierenden
nummer Sequenz  (inkl.

Stopp) in bp
AtDjB9* | At5g01390 | AtDjB1 335 1008

. AtDjB12* | At3g08910 | AtDjB4" 323 972

I AtDjB14" | At4g28480 | AtDjB2’, AtA39 348 1047

E *

= AtDjB22" | At2g20560 | AtDjB3 337 1014

0] -

a AtDjB23" | At1g10350 | AtDjB5 349 1050

o *

2 AtDjB32" | At1g59725 | AtDjB6 331 996

(.G *

= AtDjC33" | At3g47940 | AtDjC57 350 1053

o NtCPIP1 | AY319648* | - 306 921

IS

g NtCPIP2a | AY319649 - 305 918

|_

*Nomenklatur nach Miernyk et al. (2001)

"Nomenklatur nach Rajan und D'Silva (2009)

* siehe Sequenz des klonierten NtCPIP1 im Anhang
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Auswahl an RNA-Pflanzenviren:

Abkilrzung | Englischer Name Deutscher Name Gruppe Protein  mit
Transport-
funktion

PVY potato virus Y Kartoffelvirus Y Potyviren CP

TuMV turnip mosaic virus Rubenmosaikvirus CP

PVA potato virus A Kartoffelvirus A CP

TVMV tobacco vein mottling | Tabakvenenflecken- CP

virus virus

TEV tobacco etch virus Tabakatzvirus CP

TBSV tomato bushy stunt | Tomatenzwergbusch | Tombusviren MP

virus virus

TSWV tomato spotted wilt | Tomatenbronze- Tospoviren MP

virus fleckenvirus

T™MV tobacco mosaic virus Tabakmosaikvirus Tobamoviren MP

PLRV potato leaf roll virus Kartoffelblattrollvirus | Poleroviren MP

Kapsidprotein CP

-Movement“-Protein/Transportprotein MP

Schema der Genomorganisation von Potyviren:

P1 HC-Pro Nla
1
VPg @+ P1 HC-Pro P3 % cl % Nla NIb cpP —Poly-A

Abbildung: Organisation des Potyvirusgenoms

modifiziert nach Urcuqui-Inchima et al. (2001)

Das RNA-Genom (innerhalb des Kastens) wird in das Polyprotein translatiert, das Uber die
Proteinasen P1, HC-Pro und Nla in die bezeichneten Einzelproteine gespalten wird. Die beiden Enden
des RNA-Stranges sind mit einem mit dem Genom verbundenen Protein (VPg) beziehungsweise einer
Folge von Adenin-Nukleotiden (Poly-A) versehen.
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Zuordnungen der cytosolischen AtHsp70-Isoformen zu

verschiedenen Regulationsgruppen

Koexpressionsanalysen unter Verwendung des Internetwerkzeugs ATTEDII (http://atted.jp) (Obayashi
et al., 2009)
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Sequenzvergleich von SSE1 mit AtHsp70-14 und AtHsp7  0-15

Abbildung: Sequenzvergleich von SSE1 mit AtHsp70-14 und AtHsp7  0-15

Mit Hilfe von ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) von Chenna et al. (2003) wurde ein
Vergleich der Aminoséduresequenzen von SSE1 aus Hefe, AtHsp70-14 und AtHsp70-15 aus
Arabidopsis durchgefuhrt. AuRerdem wurden die laut Schuermann et al., (2008) an der Bindung von
SSE1 an Hsp70 beteiligten Aminoséauren mit Pfeilen markiert.

Vi
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Plasmidkarten

Vektorkarten fur pK7WGF2 und pK7FWG2 (Karimi et al., 2002):

Vi
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Vektorkarte fir amiRNA-Konstrukte:

Sequenz des klonierten NtCPIP1

atgggcgttgattactacaaaatactcaaagtgtcacgcaatgcgagtgaagaagatttgaaaaaatcgtacaagcgattggcgatgaaatgg
catccggataagaacagtgagaaggaagcagaagcgaaattcaagcagatatcggaggcttatgatgtgctaagtgatccacagaagegtc
agatctatgatatatacggcgatgaggcgttgaaatcgggtcaattcgatccgtcgtcacctatgaatggtaatgggagaggatttaagttcgattc
gcgtgatgcggaagatatttttgcggagtttittggtggatcggatgggtatagtaggagtcctactgggggtactgtacggattaggaaggegge

gccggtggagaacaagttgecgtgtagettggaggaattgtacaagggtictaagaggaagatgaagatttcaagaattgttcttgacgtcactg
gtaagcctacaacaattgaagaggtcttggcgatacacattaaacctggttggaagaaaggcacaaaaataacttttccggagaaagggaac
catgaacctggagctgcacctggtgatcttattittgtaatagatgaaaaaccacatgatgtcttcaagagagatggaaatgatctggtgatcaatc
agaaaatctcattagtagatgctcttgctgggaagattatcaacttgactactttggatggaagggaactcacgataccaatcacagatgttgttaa
accaggacatgaacagataatcgcagatgaaggaatgccaatatcaaaagaacctgggaaaagaggaaatttgaggatcaagtttgaggtt
aagttcccgtcaaggcttagttcagatcagaaatcggatatcagaagagtgctgggcaggactgttgactaa 921bp

VI
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Herstellung weiterer Konstrukte und transgener Pfla

Herstellung von Hsp40-3cmyc-6His-TEV-Biotin-Konstru

kten

6xHIsTEV

Abbildung: Schema der T-DNA des Hsp40-3cmyc-6His-TEV-Biotin-Ko
Vom Ursprungsvektor pRB-35S-3cmyc-His6-TEV-Biotin ist der T-DNA-Bereich zwischen linker und
rechter Grenze (LB und RB) gezeigt. Das Fusionsprotein aus Hsp40 und 3cymc-6His-TEV-Biotin steht
unter der Kontrolle des 35 S Promotors aus CaMV und wird vom ocs-Terminator abgeschlossen. Bei
TEV handelt es sich um die Schnittstelle fur die TEV-Protease. Die Kanamycinresistenz in planta wird
durch nptll vermittelt. *Interne Schnittstellen der Hsp40-Sequenzen wurden nicht eingezeichnet.

nstruktes

nzen

Analog zu den pBin-Hsp40-GFP-Konstrukten wurden pRB-35S-Hsp40-3cmyc-His6-TEV-Biotin-
Konstrukte (Abbildung oben) zur Expression in Pflanzen kloniert. Eine Ubersicht der Klonierung und
der entstandenen Konstrukte ist in folgender Tabelle wiedergegeben:

Name | Pseudonym Ursprungs- Insert Matrize | Fragment- | Schnittstellen
Vektor GrolRe 5 3
pl1238 | pRB-35S-AtDjB23- pRB-35S- AtDjB23 p777 1047 bp BamHI | Sall
3cmyc-His6-TEV-Biotin | 3cmyc-His6-
p1239 | pRB-35S-AtDjB22- TEV-Biotin | AtDiB22 pl030 | 1011 bp BamHI | Sall
3cmyc-His6-TEV-Biotin
p1240 | pRB-35S-NtCPIP1- (Kathrin NtCPIP1 p769 921 bp BamHI | Sall
3cmyc-His6-TEV-Biotin Volkert,
pl241 | pRB-35S-NtCPIP2a- unver- NtCPIP2a | p770 918 bp BamHI | Sall
3cmyc-His6-TEV-Biotin offentlicht)

Die Fusionsproteine wurden transient in N. benthamiana exprimiert und Uber eine Westernblot-
Analyse mit Anti-cmyc-Antikérpern nachgewiesen.

Abbildung: Transiente Expression von Hsp40-3cmyc-6His-TEV-Biot

in-Fusionsproteinen

AtHsp40-3cmyc-6His-TEV-Biotin (Tag)-Konstrukte wurden in in N. benthamiana infiltriert. Blattproben
wurden vor und 1, 2 oder 3 Tage nach dem Infiltrieren (0-3 dpi) geerntet und die Fusionsproteine tber
eine Westernblot-Analyse mit Anti-cmyc-Antikérpern nachgewiesen.
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Das Konstrukt pRB-35S-AtDjB23-3cmyc-His6-TEV-Biotin wurde zur Transformation von Arabidopsis
thaliana-Pflanzen verwendet, wobei neben Col-0-Wildtyp-Pflanzen auch djB23 KO-Pflanzen
verwendet wurden, um die Konkurrenz des nicht fusionierten Proteins um das Substrat zu vermeiden.

Herstellung von amiRNA- AtHsp70-4 - und amiRNA- AtHsp70-5 -Pflanzen

Analog zu amiRNA-AtHsp70-14/15-Pflanzen (siehe 2.2.4.3.1.1) wurden Konstrukte zur
Herabregulierung von AtHsp70-4 und AtHsp70-5 hergestellt und zur Transformation von ColO-
Arabidopsis thaliana-Pflanzen Okotyp Col-0 verwendet. Verwendete Primer, Konstruktdaten und
Primaranalyse (falls vorhanden) sind in folgender Tabelle zusammengefasst.

Name amiRNA- AtHsp70-4 amiRNA- AtHsp70-4 || amiRNA- AtHsp70-5

Plasmidnummer p1383 pl1560 pl561

Plasmidname pFV3-amiRNA- pFV3-amiRNA- pFV3-amiRNA-
AtHsp70-4 AtHsp70-4l| AtHsp70-5

Locus des Zielgens At3g12580 At3g12580 At1g16030

Lage der 3'UTR kodierende Sequenz kodierende Sequenz

Zielsequenz im Gen

Primer | (5’-3") gaTTGTAGAGTATTAT | gaTATTCAGGATACCA | gaTTAACACAGTCATG
GCCCAGCitctctcttttgtatt | TTCGCGTctctcttttgtattc | ACCGCACctctcttttgtattc
cc ca ca

Primer Il (5'-3") gaGCTGGGCATAATAC | agACGCGAATGGTATC | agGTGCGGTCATGAC
TCTACAAtcaaagagaatc | CTGAATAtcaaagagaatc | TGTGTTAAtcaaagagaat
aatga aatga caatga

Primer Il (5'-3") gaGATGGGCATAATTC | agACACGAATGGTATG | agGTACGGTCATGACA
TCTACTAtcacaggtcgtga | CTGAAT Ttcacaggtcgtga | GTGTTATtcacaggtcgtga
tatg tatg tatg

Primer IV (5'-3") gaTAGTAGAGAATTAT | gaAATTCAGCATACCA | gaATAACACTGTCATG
GCCCATCtctacatatatatt | TTCGTGTctacatatatattc | ACCGTACctacatatatattc
cct cta cta

Analyse der | keine Reduktion der - -

Transformanden Ziel-RNA

Herstellung und Tests von Konstrukten zur Expressio nin E. coli

Analog zu den pK7WGF2-AtHsp70-Konstrukten wurden unter Rekombination mit den Zielvektoren
pDEST15 und pDEST17 (Invitrogen, Karlsruhe) Konstrukte zur heterologen Proteinexpression von
AtHsp70-Fusionsproteinen in E.coli koniert. Unter Kontrolle eines IPTG-induzierbaren Promotors
kénnen damit Fusionsproteine mit N-terminaler Gluthathion-S-Transferase (GST) beziehungsweise
6xHistidin hergestellt und Uber den Affinitatstag gereinigt werden. Die Fusionsproteine konnten unter
Standardbedingungen (Induktion mit 1 uM IPTG, 37<C) gut in E.coli Rosetta exprimiert werden, jedoch
war nur ein geringer Anteil nativ I6slich.

Die Expression von pQE-Konstrukten der Volllangen- und J-Domanen deletierten Hsp40-Proteine
NtCPIP1, NtCPIP2a, AtDjB23 und AtDjB22 mit N-terminalem 6xHistidin (Hofius et al., (2007) und A.
Maier, unverdffentlicht) in E. coli lieferte groRe Ausbeuten und zeigten gute Ldslichkeit.

Die Sequenzen der Kapsidproteine von PVY und TuMV wurden tiber BamHI und Sall-Verdau aus den
vorhandenen Plasmiden pMAL-PVY-CP und pMAL-TuMV-CP ausgeschnitten und in die ebenso
verdauten Vektoren pQE11 beziehungsweise pQE9 (Qiagen, Hilden) kloniert. Im Gegensatz zu den
Fusionen mit dem Maltosebindeprotein (pMAL) waren die Fusionsproteine der Kapsidproteine mit
6xHistidin (pQE-Konstrukte) unter standardmafiger Expression in E. coli kaum nativ l6slich, obwohl
ahnlich stark exprimierbar.
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