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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Immunitat

Alle Organismen werden mit biotischen Interaktionen in ihrer Umwelt konfrontiert. Wahrend einige
dieser Interaktionen flr einen Organismus gutartig sein kénnen, sind andere ernsthafte Bedrohungen
fiir die Unversehrtheit oder sogar die Existenz des Organismus.

Einfachste, einzellige Organismen, wie Bakterien, entwickelten bereits enzymatische Systeme, um
sich vor Infektionen durch Viren zu schiitzen (Horvath und Barrangou 2010). Das Prinzip eines
Immunsystems begleitet die Entwicklung des Lebens schon sehr lange.

Um Immunitdt zu erreichen, muss ein Organismus die Fahigkeit besitzen, fremde oder veranderte
eigene Strukturen zu erkennen. Dieser Erkennungsprozess kann dabei auf zwei unterschiedlichen
Wegen erfolgen. Zum einen besitzt ein Organismus nach dem Prinzip der angeborenen Immunitat ein
Repertoire an praformierten Rezeptoren fiir die Perzeption bestimmter Strukturen. Diese Rezeptoren
stehen unmittelbar zur Verfligung, da sie im Genom des Organismus bereits definiert sind (Cooper,
2008; Dempsey, 2003; Janeway und Medzhitov, 2002).

Zum anderen entwickeln bestimmte Organismen in der adaptiven Immunitdt durch somatische
Hypermutation und Rekombination spezifische Immunmolekiile gegen Antigene. Somit besitzt die
adaptive Immunitidt den Vorteil, durch positive Selektion prinzipiell unendlich viele Strukturen
erkennen zu kdnnen, wahrend die angeborene Immunitadt nur eine begrenzte Anzahl an Strukturen
erkennt (Cooper, 2008; Dempsey, 2003; Janeway und Medzhitov, 2002).

Das adaptive Immunsystem ist evolutionar jlinger und erst ein Merkmal der Gnathostomata, die ihre
Immunitat auf eine Kombination der beiden Prinzipien stiitzen. In Pflanzen, Pilzen, Insekten und
primitiven multizelluldren Organismen ist, als das weitaus altere Prinzip, die angeborene Immunitat
dominierend (Litman, 2005; Pancer und Cooper, 2006).

Die Unterscheidung von ,Selbst” und , Nicht-Selbst” erfolgt in der angeborenen Immunitat durch die
Erkennung molekularer Muster, die es in dieser Form im eigenen Organismus nicht gibt. Diese
Strukturen werden als Pathogen- oder Mikroben-assoziierte molekulare Muster (PAMPs oder
MAMPs) bezeichnet. Typischerweise reprasentieren diese MAMPs dabei Muster, die als Signatur mit
einer ganzen Klasse von Mikroorganismen assoziiert werden konnen. Deshalb bieten sie die
Moglichkeit einer breiten und 6konomischen Erkennung potentieller Schadlinge. Aufgrund der
essentiellen Funktionen, die sie fir ihren Ursprungsorganismus erfillen, unterliegen diese Muster
einer gewissen Konservierung. Sie kdnnen nicht ohne weiteres durch Mutation eliminiert oder vor

der Erkennung maskiert werden (Janeway, 1989; Janeway und Medzhitov, 2002).



Einleitung

Neben MAMPs werden zudem Signale des verdnderten Selbst erkannt. Diese Muster entstammen
zwar dem eigenen Organismus, kommen jedoch in einer durch pathologische Vorgange veranderten
Form vor. Sie werden als Schaden-assoziierte molekulare Muster (DAMPs) bezeichnet (Janeway,
1989; Rubartelli und Lotze, 2007).

Die spezifische Erkennung der MAMPs und DAMPs erfolgt durch Mustererkennungsrezeptoren

(PRRs) und induziert Abwehrreaktionen.

1.2 Molekulare Mustererkennung in der angeborenen Immunitat

Immunreaktionen werden in Pflanzen und Tieren durch eine Vielzahl von MAMPs, wie
Lipopolysaccharid (LPS), Glucan- oder Chitinfragmenten aus pilzlichen Zellwdnden oder
proteinartigen MAMPs ausgeldst (Boller und Felix, 2009; Nirnberger et al., 2004).

Flagellin wird heute besonders in Pflanzen als Archetyp eines MAMPs betrachtet (Boller und Felix,
2009; Felix et al., 1999; Gémez-Gémez und Boller, 2002). Es ist das essentielle, konservierte
Monomer bakterieller Flagellen und erfillt die charakteristischen Merkmale eines MAMPs. In
Pflanzen und Tieren ist es immunogen aktiv. Dies deutet auf eine friihe evolutiondre Adaption auf
Infektionen mit Flagellen tragenden Bakterien hin (Berg und Anderson, 1973; Smith et al., 2003).

In Tieren wird Flagellin durch den PRR TLR5 (Toll-like receptor 5) erkannt (Hayashi et al., 2001). TLRs
sind kanonische Rezeptoren der angeborenen Immunitat in Tieren. Die Bindestelle der Liganden
befindet sich in einer Domane aus Leucin-reichen Wiederholungen (LRR). Der Rezeptor wird durch
eine Transmembrandomane des Typ 1 in der Membran verankert, auf welche eine intrazellulare TIR
(Drosophila Toll and human IL-1 receptor)-Domane folgt. Mit Hilfe dieser Domadne werden nach der
Bindung des Liganden und der damit einhergehenden Rezeptordimerisierung Adapterproteine mit
TIR-Domaénen, wie z.B. MyD88 rekrutiert, die die Transduktion des Signals vermitteln (Akira und
Takeda, 2004). In Mensch und Maus wurden zehn bzw. zwolf TLRs identifiziert, wobei TLR1 bis 9 in
beiden Spezies hochkonserviert sind (Kawai und Akira, 2009). TLRs erkennen eine Vielzahl an MAMPs
unterschiedlicher Klassen, wie Lipide, Lipoproteine, Proteine, Nukleinsduren und Zellwandfragmente.
So kénnen TLRs eine enorme Bandbreite an Pathogenen abdecken und fiihren zur Erkennung von
Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen (Jin und Lee, 2008). Die Erkennung erfolgt aufgrund der
unterschiedlichen Verteilung der TLRs in verschiedenen Kompartimenten der Zelle, wie der
Plasmamembran, in Endosomen, Lysosomen usw., was dem zelluldiren Vorkommen der MAMPs
entspricht (Akira et al., 2006).

In Pflanzen wird Flagellin durch die plasmamembranstiandige Rezeptor-dhnliche Kinase (RLK) FLS2
(Flagellin sensing 2) erkannt (GOmez-Godmez und Boller, 2000; Gomez-Gomez et al., 1999). FLS2

besitzt ebenfalls eine extrazellulire LRR-Doméane. Im Gegensatz zur TIR-Doméane eines TLRs weist
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FLS2 hingegen eine intrazelluldre Kinasedomane auf (Gdmez-Gdmez und Boller, 2000). Auch bei FLS2
findet eine Oligomerisierung im Rahmen des Perzeptionsprozesses statt, allerdings mit einem
unterschiedlichen Corezeptor, der RLK BAK1 (BRIl-associated kinase 1), welche zwar auch
extrazelluldre LRRs aufweist, Flagellin aber nicht bindet (Chinchilla et al., 2007a; Heese et al., 2007).
Durch die Heterooligomerisierung kommen die Kinasedomanen von FLS2 und BAK1 in rdaumliche
Ndhe, was die Initiation von Phosphorylierungskaskaden ermoglicht (Schulze et al., 2010). BAK1
erflllt Aufgaben in verschiedenen Bereichen. Es ist auch Corezeptor von BRI1 (Brassinosteroid-
insensitive 1), dem Brassinosteroidrezeptor (Kinoshita et al., 2005; Li et al., 2002; Wang et al., 2005;
Wang et al., 2001). BRI1 besitzt ebenfalls die typische Architektur einer LRR-RLK. Unabhédngig von
BRI1 spielt BAK1 eine Schlisselrolle in der Regulation des stressinduzierten Zelltods. Dies ist wichtig
fiir die Kontrolle der Ausbreitung von Nekrosen in Folge bakterieller oder pilzlicher Infektionen (He et
al., 2008; He et al., 2007; Kemmerling et al., 2007). BAK1 ist also ein zentraler Regulator an der Spitze
verschiedenster Signalwege (Chinchilla et al., 2009).

Obwohl die Architektur der Rezeptoren sowie die Konzeption der pflanzlichen und tierischen
Flagellinperzeption sehr dhnlich sind, weisen die Sequenzen von FLS2 und TLR5 aufer den LRR-
Domanen keine Gemeinsamkeiten auf. Die beiden Rezeptorsysteme sind unabhangig voneinander
durch Koevolution entstanden (Ausubel, 2005; Nlrnberger et al., 2004; Smith et al., 2003). Weitere
Hinweise fir eine Koevolution wurden auch durch die Betrachtung des MAMP-aktiven
Flagellinmotivs selbst gewonnen. So wird in A. thaliana durch FLS2 ein 22 Aminosduren umfassender
Bereich im N-Terminus des Flagellinproteins erkannt, wahrend TLR5 einen davon unterschiedlichen
Bereich aus dem N- und dem C-terminalen Bereich erkennt (Gomez-Gémez und Boller, 2000; Smith
et al., 2003).

In A. thaliana umfasst die Gruppe der LRR-RLKs mehr als 200 Mitglieder (Shiu und Bleecker, 2001)
und bietet so ein Reservoir fiir weitere potentielle PRRs. Tatsachlich konnte in A. thaliana mit EFR
(EF-TU Rezeptor) ein weiterer PRR aus der LRR-RLK Gruppe identifiziert werden. In analoger Weise zu
FLS2 erkennt EFR den bakteriellen Elongationsfaktor EF-Tu unter Bildung eines Heterodimers mit
BAK1 (Zipfel et al., 2006; Chinchilla et al., 2007b, Schulze et al., 2010). BAK1 ist also auch an der
Perzeption verschiedener MAMPs beteiligt.

Es konnten weitere, unterschiedliche PRR Typen beschrieben werden. EIX2 aus Tomate ist ein
rezeptorahnliches Protein, das zwar eine extrazellulire LRR-Domane, aber keine intrazelluldre
Kinasedomane besitzt. EIX2 bindet und erkennt die pilzliche Xylanase EIX (Ron und Avni, 2004).
Daneben nehmen PRRs ohne LRR-Domane wichtige Stellungen ein. Das glucan binding protein GBP
aus Glycine max erkennt als extrazelluldre Glucanase Zellwandfragmente aus Oomyceten (Fliegmann
et al., 2004). Besondere Bedeutung in Pflanzen besitzen Rezeptoren mit Lysin-Motiven fiir die

Perzeption von Chitin. Auf diese PRRs wird spater ausfiihrlicher eingegangen (1.7.1).
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Fur eine Vielzahl mikrobieller Strukturen, welche als MAMPs beschrieben wurden, konnten
komplementdre PRRs noch nicht identifiziert werden. So induziert eine Reihe proteinartiger MAMPs
wie bakterielle cold shock Proteine, Superoxiddismutase, Harpin, NLPs (necrosis and ethylene-
inducing peptidel-like proteins), aber auch Proteine aus Oomyceten, wie eine sekretierte
Transglutaminase und Sterol bindende Elicitine typische Verteidigungsreaktionen (Brunner et al.,
2002; Felix und Boller, 2003; Kim et al., 2004; Osman et al., 2001; Qutob et al., 2006; Wang et al.,
2008). Fur eine Reihe von MAMPs, welche keine Proteine sind, wurden bisher keine Rezeptoren
beschrieben. Dazu gehoren Ergosterol aus Pilzen und das besonders in tierischen Systemen wichtige
MAMP LPS (Granado, 1995; Meziane et al., 2005; Silipo et al., 2005; Silipo et al., 2008). Auf die Rolle
von Peptidoglycan aus bakteriellen Zellwdnden als MAMP wird spater im Detail eingegangen (siehe
1.5).

Das Bild der Perzeption von MAMPs in Pflanzen ist noch bei weitem nicht vollstandig. Es ist zu

erwarten, dass weitere MAMPs und PRRs identifiziert werden.

1.3 Das pflanzliche Immunsystem

Krankheitserreger der Pflanzen umfassen Viroide, Viren, Bakterien, Oomyceten und Pilze. Infektionen
werden bereits durch praformierte, physikalische Barrieren erschwert. Die Cuticula bildet eine
wachshaltige hydrophobe Oberfliche und beeintrachtigt die Adhdsion und Permeation von
Mikroorganismen. Die Zellwand ist durch Lignineinlagerungen eine dichte und rigide Matrix, die die
Pflanzenzelle abschirmt. Konstitutiv exprimierte Enzyme und Sekunddrmetabolite mit
antimikrobiellen Wirkungen stellen einen weiteren Schutz vor mikrobieller Infektion dar (Dixon,
2001; Heath, 2000; Niirnberger et al., 2004; Ride, 1983). Pathogene, welche diese Hirden
Uberwinden, werden mit der induzierbaren Antwort des angeborenen Immunsystems der Pflanze
konfrontiert.

Die Abwehr von Pathogenen beruht in einer ersten Instanz auf der Erkennung ihrer MAMPs durch
PRRs und der MAMP- (PAMP-) vermittelten Immunitat (PTI) (siehe auch 1.2). Erfolgreiche Pathogene
entwickelten Effektoren, um die PTI zu unterdriicken. Pflanzen haben dieser Effektor-vermittelten
Suszeptibilitdt (ETS) entgegengewirkt, indem sie spezifische Faktoren entwickelten, um diese
Effektoren zu erkennen und so die Effektor-vermittelte Immunitat (ETI) zu induzieren. Pflanzen
mussen also in einem evolutiondren Wettlauf ihre Erkennungsmechanismen an verdnderte
Strategien der Pathogene anpassen (Felix und Boller, 2003; Jones und Dangl, 2006; Nirnberger und
Lipka, 2005).

Die Erkennung von MAMPs im Rahmen der PTI fuhrt zu verschiedenen zelluldren Antworten.

Innerhalb weniger Minuten lasst sich die Depolarisierung der Cytoplasmamembran beobachten. Dies
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geschieht durch einen massiven Influx an Ca*" und H" und dem damit verbundenen Efflux von K*, CI
und Nitrat (Boller, 1995; Mithofer et al., 2005; Wendehenne et al., 2002). Ca®" aktiviert als second
messenger in der Zelle calciumabhangige Kinasen (Blume et al. 2000; Lecourieux et al. 2002). Eine
weitere friihe Antwort ist die Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Diese kbnnen toxisch
fir angreifende Pathogene sein. AuBerdem fligen sie auch zusatzliche Quervernetzungen in die
pflanzliche Zellwand ein (Apel und Hirt, 2004). Neben ROS wird auch NO produziert, welches ein
gewisses zytotoxisches Potential besitzt. Wichtiger aber ist seine Rolle als Signalmolekdl, da es
aufgrund seiner geringen GroRe diffusibel ist und auch Membranen durchtreten kann (Wilson et al.,
2008). Frith nach dem Perzeptionsereignis lassen sich massive Anderungen des Phosphoproteoms
beobachten (de la Fuente van Bentem und Hirt, 2007; Peck et al., 2001). Die Aktivierung von MAP-
Kinase- (MPK-) Phosphorylierungskaskaden fiihrt schlieBlich zu einer Aktivierung von
stressassoziierten Transkriptionsfaktoren (Asai et al., 2002; Nihse et al., 2000). Damit wird eine
Umprogrammierung des Transkriptoms initiilert, um das Niveau von direkt oder indirekt
verteidigungsrelevanten Genprodukten zu verdndern. Induziert wird beispielsweise die Expression
von PR- (pathogenesis related) Genen, welche fir Chitinasen, Glucanasen, Proteasen usw. codieren,
die ein Pathogen wahrend der Infektion beeintrachtigen kénnen (Uknes et al., 1992). Daneben wird
die Expression von Genen induziert, die indirekt in die Immunreaktion eingreifen, wie z.B. Gene der
Biosynthese von Callose. Diese wird in die pflanzliche Zellwand eingelagert und verstarkt sie (Gémez-
Gbémez et al., 1999; Veit et al., 2001). Ebenso wird der Spiegel vieler Phytohormone verandert. So
aktiviert die MPK6 durch Phosphorylierung die Biosynthese des Stresshormons Ethylen (Liu und
Zhang, 2004).

Um eine erfolgreiche Infektion zu etablieren, werden von Pathogenen Effektoren produziert. Viele
Effektoren besitzen Funktionen im Aufbau von Infektionsstrukturen oder in der Aufnahme von
Nahrstoffen aus dem Wirt. Eine wichtige weitere Rolle von Effektoren besteht aber in der Effektor-
vermittelten Suszeptibilitat (ETS) durch Unterdriickung der PTI (Block et al., 2008; Hann et al., 2010;
Jones und Dangl, 2006).

Im Fall pathogener Bakterien werden diese Effektoren typischerweise tber Typ-lll-Sekretionssysteme
in das Cytoplasma der pflanzlichen Wirtszellen transportiert (Block et al., 2008; Lindeberg et al.,
2009; Oh et al., 2010). Je nach Effektor kann der Angriff auf die PTI auf verschiedenen Ebenen
erfolgen. HopM und AvrE aus P. syringae manipulieren beispielsweise den Vesikeltransport der
pflanzlichen Wirtszelle. Der Vesikeltransport wird bendétigt, um beispielsweise zellwandassoziierte
Verteidungsstrukturen, beispielsweise durch Calloseeinlagerungen, zu etablieren (Nomura et al.,
2006). Yopl/AvrRxv-Effektoren hingegen greifen direkt in wichtige Prinzipien der Signaltransduktion
ein, indem sie MPK-Kaskaden inhibieren (Mukherjee et al., 2006). Die Beeintrachtigung der PTI kann

aber auch auf der Ebene der PRRs stattfinden. Die P. syringae Effektoren AvrPto und AvrPtoB greifen
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gezielt die LRR-RLKs FLS2 und BAK1 an. Aufgrund der zentralen Stellung von BAK1 als Komponente
der MAMP-, Brassinosteroid- und Zelltodsignalwege bedeutet die Beeintrachtigung seiner Funktion
die Modulation zahlreicher zelluldrer Vorgéange (Shan et al., 2008; Xiang et al., 2008; Chinchilla et al.,
2009). AvrPtoB besitzt aber auch eine E3-Ligase Aktivitdt, durch die AvrPtoB den fiir die
Chitinperzeption verantwortlichen Rezeptor CERK1 fir den Abbau markiert (Gimenez-lbanez et al.,
2009).

Die Bedrohung durch die Effektor-vermittelte Unterdriickung der PTI fiihrte zur Entwicklung von
Mechanismen, um Effektoren direkt oder indirekt zu erkennen. In dieser Effektor-vermittelten
Immunitat (ETI) erfolgt die Erkennung von Effektoren durch Genprodukte der pflanzlichen Resistenz-
(R)-Gene (Jones und Dangl, 2006).

Die meisten R-Proteine besitzen sowohl nucleotidbindende als auch LRR-Doméanen (NB-LRR).
Aufgrund der cytoplasmatischen Natur der meisten bakteriellen Effektoren, findet auch ihre
Erkennung intrazellular statt (Martin et al., 2003; Meyers et al., 2003).

Die direkte Erkennung eines Effektors kann bei PopP2 beobachtet werden, einem Effektor der bereits
erwdhnten YoplJ/AvrRxv Klasse aus Ralstonia solanacearum. Dieser Effektor wird durch eine
physische Interaktion mit dem A. thaliana R-Protein RRS1-R erkannt (Deslandes et al., 2003). Eine
direkte Wechselwirkung des R-Proteins mit dem Effektor findet oft nicht statt. Vielmehr Gberwacht
das R-Protein im Sinne der Guard-Theorie den Zustand eines potentiellen Zieles eines Effektors
(Dangl und Jones, 2001). Der bakterielle Effektor AvrRpt2 vermittelt den Abbau des A. thaliana RIN4
Proteins. Dieser Abbau aktiviert das R-Protein RPS2 und fiihrt zur ETI (Axtell et al., 2003; Mackey et
al., 2003; Kim et al., 2003). In der ETI kann eine hypersensitive Antwort (HR) induziert werden, eine
schnelle und rdumlich begrenzte Form des programmierten Zelltods, welcher das Wachstum und die
Ausbreitung der Pathogene eingrenzen soll. Die Mechanismen, die zur HR fiihren, kénnen
unterschiedlich sein. HR, die durch den Effektor AvrRps4 vermittelt wird, ist z.B. von
Autophagiekomponenten abhdngig, wahrend HR durch den Effektor AvrRpt2 davon nicht abhdngt
(Hofius et al., 2009).

R-Proteine sind also jeweils hoch spezifisch beziglich ihrer korrespondieren Effektoren bzw. ihrer
assoziierten Wirtsproteine und vermitteln so eine stammspezifische Wirtsimmunitat, die Gen-fiir-
Gen erfolgt (Block et al., 2008; Flor, 1971). Die PTI vermittelt dagegen eine breite, speziesspezifische
oder spezieslibergreifende Erkennung und fiihrt so zu einer Nichtwirtsimmunitdt, die auch in
anfalligen Pflanzen aktiv ist, um eine Ausbreitung der Pathogene wenigstens zu erschweren
(Abramovitch et al., 2006; Block et al., 2008; Jones und Dangl, 2006; Sanabria et al., 2010).
Vergleichende Untersuchungen des Transkriptoms und anderer zelluldrer Antworten durch PTI und

ETI haben ergeben, dass PTI und ETI durch ein sich Gberlappendes Netzwerk reguliert werden, in dem
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sich beide Phdnomene gemeinsamer Signalwege bedienen, diese aber unterschiedlich modulieren
(Tsuda und Katagiri, 2010).

Die strikte Kategorisierung der pflanzlichen Immunantwort in PTI und ETI ist konzeptionell. Einige
Komponenten der Mikrobeninteraktion mit Pflanzen kdnnen nicht klar eingeteilt werden (Thomma
und Nirnberger, 2011). LPS, das eigentlich alle Eigenschaften eines MAMPs besitzt, kann in
Medicago truncatula Immunantworten supprimieren und besitzt so auch Eigenschaften eines
Effektors (Meziane et al., 2005; Silipo et al., 2005; 2008; Tellstrém et al., 2007). Auf der anderen Seite
aber unterdriicken Nodulationsfaktoren (Nod-Faktoren) aus Rhizobien in Leguminosen die PTI,
induzieren aber in anderen Pflanzen typische, friihe Immunantworten (Chang et al., 2009; Staehelin
et al., 1994). Die Rolle von Flagellin als modellhaftem MAMP in A. thaliana ist bereits beschrieben
worden (siehe 1.2). Flagellin kann aber auch als Virulenzfaktor betrachtet werden, da Bakterien mit
mutierten Flagellinvarianten, welche eine reduzierte Motilitat besitzen, auch eine geringere Virulenz
in Pflanzen zeigen (Naito et al., 2008; Taguchi et al., 2006; Taguchi et al., 2010). Eine solche
Ambivalenz lasst sich auch auf Effektoren ausweiten, die einerseits ihre Virulenzfunktion als Effektor
erfillen und als solche durch R-Proteine erkannt werden. Andererseits werden sie auch durch PRRs

erkannt und besitzen so wiederum Eigenschaften von MAMPs (Thomma et al., 2011).

1.4 Die bakterielle Zellhiille

Die bakterielle Zellhiille umschlieBft und schiitzt das bakterielle Cytoplasma vor dem die Bakterien
umgebenden, oft feindlichen Medium. Dabei ist die bakterielle Zellhiille keine undurchdringliche
Barriere. Es wird vielmehr die selektive Passage z.B. von Nahrstoffen von auBen nach innen oder die
Passage von Abfallprodukten von innen nach aulRen vermittelt. Die Zellhille erméglicht auch den im
Vergleich zu Eukaryonten zelluldr einfach strukturierten Bakterien ein MalR an Kompartimentierung,
das fiir die Aufrechterhaltung der Homoostase notwendig ist. So dient das Membransystem der
Zellhille als Oberflache, an der eine Vielzahl von Reaktionen stattfindet. Das Konzept der Zellhiille
beinhaltet eine Mikroumgebung aullerhalb der Cytoplasmamembran. Die Zellhiille fungiert dartber
hinaus auch als komplexe Schnittstelle, um Interaktionen der Bakterien mit der Umgebung oder
anderen Organismen zu ermoglichen (Silhavy et al., 2010; Vollmer et al., 2008).

Strukturelle Unterschiede der bakteriellen Zellhiille ermdglichen die Einteilung nahezu aller Bakterien
in zwei Gruppen (Abbildung 1.1). Diese Unterschiede basieren fliihren zu einem differenziellen Gram-
Farbeverhalten der Bakterien (Gram, 1884). Wahrend die Zellhiille der einen Bakteriengruppe durch
das Verfahren nach Gram gefarbt werden kann, kann die andere Gruppe diese Farbung nicht

bewahren. So entsprechen diese Gruppen den Gram-positiven und den Gram-negativen Bakterien
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(Beveridge, 2001). Auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Gram-positiven und Gram-negativen

Zellhtlle soll im Folgenden eingegangen werden.

O-Antigen
4 LPS
Kernsaccharid
N Lipid A
aulere
Membran
~
r
Peptidoglycan
Periplasma

Zellmembran

Gram-negativ Gram-positiv
Cytoplasma

Abbildung 1.1. Die bakterielle Zellhiille.

Gegeniberstellung der Zellhiille Gram-negativer (links) und Gram-positver (rechts) Bakterien (modifiziert aus
Silhavy et al. 2010). WTA — Wandteichonsaure, LTA — Lipoteichonsaure, IMP — integrales Membranprotein, CAP
— kovalent verknipftes Protein, OMP — Protein der &duBeren Membran, LP - Lipoprotein, LPS -
Lipopolysaccharid.

1.4.1 Die Gram-negative Zellhiille

Die Gram-negativen Zellhiille besteht aus der dufleren Membran, dem Periplasma mit der Zellwand
aus Peptidoglycan und der inneren Membran (Abbildung 1.1, links) (Glauert und Thornley, 1969;
Mitchell, 1961).

Die dullere Membran ist ein wichtiges Merkmal, welches Gram-negative von Gram-positiven
Bakterien unterscheidet. Die duRere Membran setzt sich, wie andere Biomembranen, aus einer
Lipiddoppelschicht zusammen. Bemerkenswert ist allerdings, dass es sich nicht um eine klassische
Phospholipiddoppelschicht handelt. Phospholipide werden nur im inneren Blatt gefunden. Das
duBere Blatt der Membran setzt sich aus Glycolipiden, insbesondere Lipopolysaccharid (LPS),
zusammen (Kamio und Nikaido, 1976).

Die duRere Membran besitzt eine wichtige Funktion als Barriere nach aullen. Diese Funktion wird
durch das LPS geprégt. LPS-Molekiile neutralisieren ihre Ladung durch die Gegenwart von Mg**-lonen

und kénnen einander gut binden. Dadurch entsteht ein nicht-fluides Kontinuum, das besonders fir
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hydrophobe Molekiile eine Diffusionsschranke bildet (Glauert und Thornley, 1969; Mitchell, 1961;
Raetz und Whitfield, 2002).

Neben LPS enthalt die dulRere Membran auch Proteine. Es kdnnen zwei Gruppen von Proteinen
unterschieden werden, Lipoproteine und [(-Barrel Proteine. Lipoproteine sind durch einen
aminoterminales Cystein mit Lipidresten verknlpft und auf diese Weise in das innere Blatt der
Membran eingebettet (Sankaran und Wu, 1994). Das Braunsche Lipoprotein ist weiterhin kovalent
Uber die meso-Diaminopimelinsdure des PGN-Stammpeptids mit dem PGN verkniipft und verbindet
so die duBere Membran mit der Zellwand (Braun et al., 1985; Braun und Hantke, 1974).

[-Barrel Proteine bilden beispielsweise Porine in der dueren Membran, welche die passive Diffusion
kleiner Molekiile ermoglichen (Cowan et al.,, 1992). Die duBere Membran enthilt nur wenige
Enzyme, so z.B. Phospholipasen, Proteasen und Enzyme, welche fir Modifikationen von LPS
verantwortlich sind (Nikaido, 2003).

Im periplasmatischen Zwischenraum der duBeren und inneren Membran befindet sich die Zellwand
aus Peptidoglycan. Das Periplasma bildet ein wichtiges bakterielles Kompartiment. Hier werden fir
das Bakterium potentiell gefdhrliche Enzyme, wie RNasen oder alkalische Phosphatasen, gefunden
(Silhavy et al., 2010). Es enthdlt periplasmatische Bindeproteine, die essentielle Rollen in
Kohlehydrat- oder Aminosauretransport oder Chemotaxis spielen. Daneben werden chaperonartige
Proteine, die bei der Biogenese der Zellhille benétigt werden, gefunden (Silhavy et al., 2010).

Die innere Membran ist eine Phospholipiddoppelschicht, die typische Membranproteine enthilt, die
Teil des Energiestoffwechsels, der Lipidbiosynthese, der Proteinsekretionsmaschinerie und des
Transports vieler Substanzen sein kdnnen (De Duve und Wattiaux, 1966; Mullineaux et al., 2006).
Verschiedene Strukturen, wie Typ-lll-Sekretionssysteme, welche Effektoren in die eukaryontische
Wirtszelle des Bakteriums injizieren, Flagellen fiir die bakterielle Motilitdt oder auch Effluxpumpen,
welche toxische Substanzen aus der Zelle in das umgebende Medium ausscheiden, liberbriicken die

drei Schichten der Gram-negativen Zellhille (Koronakis et al., 2000; Macnab, 2003).
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1.4.2 Die Gram-positive Zellhiille

Die Gram-positive Zellhille besitzt keine duBere Membran. Da die duBere Membran in Gram-
negativen Bakterien indirekt dazu beitrdgt, die innere Membran zu stabilisieren, muss dies durch
einen vielschichtigen Peptidoglycansacculus kompensiert werden (Silhavy et al., 2010). Die Struktur
der Gram-positiven Zellhille ist besonders an Staphylococcus aureus erarbeitet worden (Abbildung
1.1 rechts).

Im Peptidoglycansacculus finden sich Teichonsauren, anionische Polymere der Zelloberflache aus sich
wiederholenden Glycerinphosphat-, Glycosylphosphat- oder Ribitolphosphateinheiten. Wahrend
Wandteichonsduren lber Phosphodiester kovalent an N-Acetylmuraminreste des Peptidoglycans
gebunden sind, sind Lipoteichonsauren Uber Glycolipide in der Cytoplasmamembran verankert
(Morath et al.,, 2005; Silhavy et al.,, 2010). Lipoteichon- und Wandteichonsduren bilden ein
Kontinuum an negativer Ladung, wobei die Ladungsdichte durch Modifikationen des
Polymerriickgrats der Teichonsduren z.B. durch Anfligen von Aminosauren moduliert werden kann.
Dies kann die Interaktion mit anderen Organismen beeinflussen und die Sensitivitat der Bakterien
gegenlber antimikrobiellen Substanzen beeinflussen (Morath et al., 2005; Silhavy et al., 2010).

Die Zellhille der Gram-positiven Bakterien enthalt eine Vielzahl an Proteinen, die z.B. eine wichtige
Rolle in der Interaktion mit anderen Organismen spielen. So tragen bakterielle Oberflachenproteine
als Adhasine zum Anheften der Bakterien an Strukturen ihres Wirts bei, was essentiell fir eine
erfolgreiche Kolonisation und Infektion ist. Da es keine &duRere Membran gibt, die Proteine
zurlickhalten kénnte, sind die Proteine der Gram-positiven Zellhiille oft durch Transmembranhelices
oder Lipidanker mit der Cytoplasmamembran assoziiert. Weitere Proteine binden Teichonsduren.
Andere Proteine sind kovalent, z.B. Gber die Stammpeptide, an das Peptidoglycan gebunden (Dramsi

et al., 2008; Marraffini et al., 2006).

1.4.3 Peptidoglycan

Peptidoglycan (PGN) bildet einen wichtigen und essentiellen Teil der bakteriellen Zellwand. Es
befindet sich auRerhalb der Cytoplasmamembran (Abbildung 1.1). Als starres Exoskelett erhdlt PGN
die Integritat der bakteriellen Zelle, indem es dem zelluldaren Turgor entgegenwirkt und maRgeblich
die Form der Bakterien bestimmt. PGN dient auch als Matrix, mit der andere Komponenten der
Zellhtlle, wie Proteine oder Teichonsduren, assoziiert sind. Wird wahrend des Zellwachstums die
Biosynthese von PGN inhibiert oder wird PGN spezifisch, beispielsweise durch Lysozym, abgebaut, so

ist die Folge die Lyse des Bakteriums.
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Fast alle Bakterien besitzen PGN. Nur wenige Bakterien, wie Mycoplasmen, Rickettsien,
Planctomyceten, Chlamydien und Orienta, besitzen kein PGN. PGN Gram-negativer Bakterien besteht
aus nur wenigen, das Gram-positiver aus vielen Schichten, die einen geschlossenen Sacculus um die
Zelle bilden (Vollmer und Bertsche, 2008; Vollmer und Seligman, 2010).

Ein lineares Glycanriickgrat mit Quervernetzungen kurzer Peptide bestimmt die grundlegende
Struktur des PGN. Die Glycanstrénge bestehen aus alternierenden [3(1,4)-glycosidisch verkniipften N-
Acetylglucosamin- (GIcNAc) und N-Acetylmuraminsdureresten (MurNAc) (Abbildung 1.2 A und B). Die
D-Lactoylgruppe jedes MurNAc wird durch ein Stammpeptid substituiert, dessen Zusammensetzung
oft 'L-Ala-*y-D-Glu-’Diaminosaure-*D-Ala-°D-Ala ist. Die Diaminosiure in Position 3 ist oft 2,6-
Diaminopimelinsdure (DAP) oder L-Lys. Gram-negative Bakterien besitzen meistens PGN des DAP-
Typs, Gram-positive Bakterien dagegen des Lys-Typs. Diese Einteilung ist jedoch keineswegs
ausschlieBlich. Bacillus subtilis ist beispielsweise ein Gram-positives Bakterium mit PGN des DAP-
Typs. Der letzte D-Ala Rest des Stammpeptids wird nur in naszierendem PGN gefunden. In reifem
PGN ist normalerweise die Carboxylgruppe des D-Ala an Position 4 mit der Aminogruppe einer
Diaminosdure eines anderen Stammpeptids in Position 3 quervernetzt. In PGN des DAP-Typs findet

diese Quervernetzung oft direkt statt, wahrend in PGN des Lys-Typs oft eine Interpeptidbriicke, wie

z.B. eine Pentaglycinbriicke in S. aureus, vorliegt (Vollmer, 2008; Vollmer et al., 2008).

A — - B — _
OH OH
OH OH
o (@] U O
HM o 0 HO o _0
NH [e) NH A
| ] s I I [
O HC(CHy) INH O HC(CH) NH
] I
CH; CO Cfo CH; CO ?O
1 I
1-Ala  CHs L-Ala  CHs
L | —In (- | —In
D-Glu D-iGln
I
m-I}AP —p-Ala L-Lys —(Gly)s —D-Ala
| 1 |
D-Ala  m-DAP D-Ala L-Lys
I I
D-Glu D-iGln
I I
L-Ala L-Ala
I |
J+G1CNAC —B(1,4)— MurNAc«}m J+GICNAC —B(1,4)— MurNAcv}m
n n
Abbildung 1.2. DAP- und Lys-Typ-Peptidoglycan.

DAP (meso-Diaminopimelinsdure)-Typ Peptidoglycan (A), wie es vorwiegend in Gram-negativen, und Lys
(Lysin)-Typ Peptidoglycan (B), wie es vorwiegend in Gram-positiven Bakterien gefunden wird (modifiziert aus
Royet und Dziarski 2007).

Peptidoglycan degradierende Enzyme wurden in Bakterien, Pilzen, Tieren und Pflanzen identifiziert.
Diese Enzyme hydrolysieren bestimmte Bindungen des PGN Molekils. Muramidasen wie z.B.

Lysozyme hydrolysieren das Glycanriickgrat, indem sie die glycosidische Bindung zwischen GIcNAc
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und MurNAc spalten. Endopeptidasen spalten die Peptidreste. N-Acetylmuramyl-L-alaninamidasen
spalten die Bindung zwischen Glycanstrang und dem Stammpeptid. Diese enzymatischen Aktivitdten
spielen wichtige Rollen in biologischen Prozessen wie dem Zellwandumsatz, der Zellteilung, der
Transformation und der Sporulation. Einige dieser Enzyme wirken bakterizid oder sind Teil der PGN
Perzeptionsmaschinerien bestimmter Wirtsorganismen (Royet und Dziarski, 2007).

Obwohl die genannten Strukturmerkmale des PGN im Wesentlichen in allen Bakterien gefunden
werden kénnen, gibt es Variationen beim Vergleich des Glycanriickgrats und der Zusammensetzung
des Stammpeptids oder der Zusammensetzung sowie der Position der Interpeptidbriicke in
verschiedenen Spezies. Aber auch innerhalb einer Spezies kdnnen Veranderungen in der Feinstruktur
des PGN, abhangig von den Wachstumsbedingungen, wie z.B. der Wachstumsphase, der
Zusammensetzung des Mediums, der Gegenwart von Antibiotika usw., beobachtet werden (Vollmer,

2008; Vollmer et al., 2008).

1.5 Peptidoglycan als MAMP in Pflanze und Tier

PGN ist essentiell fir Bakterien und besitzt eine konservierte Grundstruktur (1.4.3), wodurch es
wichtige Pramissen eines MAMPs erfillt (Dziarski und Gupta, 2005).

PGN I6st in A. thaliana und anderen Pflanzen die typischen Immunreaktionen eines MAMPs aus. PGN
des Lys-Typs aus S. aureus wird ebenso wie PGN des DAP-Typs aus E. coli und X. campestris pv.
campestris erkannt (Felix und Boller, 2003; Erbs et al., 2008; Gust et al., 2007). Diese PGNs
unterscheiden sich im Peptidanteil (1.4.3). Es konnte also jede der beiden PGN-Varianten durch ein
unterschiedliches Rezeptorsystem erkannt werden. Ein Rezeptor, dessen Epitop aber in den
Glycanstrangen liegt, konnte moglicherweise beide PGNs erkennen. Fir die letzte These spricht die
Beobachtung, dass PGN aus S. aureus, dessen quervernetzende Peptidbriicke durch Lysostaphin
gespalten wurde, immer noch Immunreaktionen in A. thaliana auslést (Gust et al., 2007). Komplexe
Gemische aus Muropeptiden, die aus Verdaus durch die Muramidase Mutanolysin aus PGN
freigesetzt wurden, konnten dhnliche Reaktionen auslésen. Die GréRe der aktiven PGN-Fragmente
konnte jedoch nicht bestimmt werden (Erbs et al., 2008). Die Induktion verschiedener Antworten,
wie die Mediumalkalinisierung in pflanzlichen Zellkulturen, erfolgen verspatet nach PGN Behandlung
im Vergleich mit anderen MAMPs (Gust et al., 2007). Moglicherweise muss das makromolekulare
PGN, bevor es perzipiert werden kann, prozessiert werden. In einer anderen Arbeit wurde in A.
thaliana die Chitinase CHIA identifiziert, welche hydrolytische Aktivitait gegeniiber bakteriellen
Zellwanden zeigt und einen wichtigen Anteil an der Resistenz gegeniliber bakteriellen Pathogenen
besitzt (Grabherr, 2011). Es bleibt zu zeigen, dass PGN Fragmente, welche durch diese Chitinase

erzeugt werden, auch tatsdchlich immunogene Eigenschaften besitzen.
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In tierischen Systemen sind unterschiedliche PGN-Erkennungsstrategien bekannt. Eine extrazellulare
Erkennung Gram-positiven PGNs erfolgt durch TLR2 (Akira et al., 2006; Miiller-Anstett et al., 2010).
PGN bindet direkt an TLR2 (Iwaki et al., 2002; Miller-Anstett et al., 2010). Die Bindung des PGN wird
durch CD14, ein durch einen Glycosylphosphatidylanker mit der Cytoplasmamembran assoziiertes
Corezeptorprotein, vermittelt oder verstarkt (Gupta et al., 1996). Dabei bindet CD14 polymeres PGN.
Niedermolekulare PGN-Fragmente, wie Muramyldipetide oder Disacchariddipeptide, binden CD14
nur, wenn sie mit Hilfe groBerer Strukturen immobilisiert wurden (Dziarski et al., 1998; Weidemann
et al., 1997). In der jingeren Vergangenheit wurde die Perzeption von PGN durch TLR2 in Frage
gestellt. Die aktivierende Wirkung des PGN wurde dabei Verunreinigungen aus Lipoproteinen oder
Teichonsduren zugeschrieben (Travassos et al., 2004; Zahringer et al., 2008). Allerdings konnte
gezeigt werden, dass PGN mit TLR2 colokalisiert und TLR2 auBerdem fir die Erkennung von hoch
aufgereinigtem PGN notig ist (Mdller-Anstett et al., 2010).

PGN aus intrazelluldren Bakterien oder PGN, welches durch zellulire Aufnahmemechanismen in die
Wirtszelle transportiert wurde, kann durch NOD1 und NOD2 erkannt werden. Sie besitzen eine C-
terminale LRR-Doméane und eine N-terminale nucleotidbindende Oligomerisierungsdoméne (NOD)
sowie eine bzw. zwei N-terminale Caspaserekrutierungsdomanen (CARD). Damit sind sie strukturell
eng mit den pflanzlichen R-Proteinen verwandt (Fritz et al., 2006). NOD1 erkennt Gram-negative und
einige spezifische Gram-positive Bakterien durch Perzeption des Dipeptids y-D-Glu-meso-DAP. NOD2
erkennt als Minimalmotiv Muramyldipeptid (MDP), welches in Gram-positivem und Gram-negativem
PGN enthalten ist. Dadurch ist NOD2 ein allgemeiner Sensor fiir PGN, wahrend NOD1 eine
Untergruppe erkennt (Chamaillard et al., 2003; Fritz et al., 2006; Girardin et al., 2003). Bei der
Perzeption sind NOD1 und NOD2 eng mit der Cytoplasmamembran assoziiert (Barnich et al., 2005).
Die PGN-Perzeption durch NOD1 bzw. NOD2 aktiviert eine Anzahl Signalkaskaden, wie z.B. den
proinflammatorischen NF-kB-Weg, das Caspase-1-Inflammosom oder Autophagie vermittelnde Wege
(Philpott und Girardin, 2010).

In Insekten und Sdugetieren wurde eine weitere Klasse von PGN Bindeproteinen beschrieben, die
Peptidoglycan Erkennungsproteine (PGRPs). In Drosophila melanogaster existieren 13 PGRP Gene,
die fur mindestens 17 PGRPs codieren (Werner et al., 2000). Sie werden in kurze, extrazelluldre
PGRP-S und lange PGRP-L eingeteilt, die intrazelluldar, membrandurchspannend oder extrazelluldre
Proteine sein kdnnen. PGRPs in Sdugetieren werden analog dazu eingeteilt (Liu et al., 2001). Alle
PGRPs besitzen eine C-terminale PGRP-Domaéne, die homolog einer Typ 2 Amidase aus Phagen oder
Bakterien ist (Kang et al., 1998; Kiselev et al., 1998). Die Lange des N-Terminus variiert stark und
seine Sequenz ist spezifisch fir unterschiedliche PGRPs (Kang et al., 1998). Die Aktivierung von PGRPs
|6st unterschiedliche Signalkaskaden aus. PGRP-SA erkennt in D. melanogaster Gram-positives PGN

und aktiviert den Toll-Pfad (Michel et al., 2001). Das PGN muss vor der Perzeption durch PGRP-SA
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aber durch die Glucanase GNBP1 prozessiert werden, wobei Glycanstrange mit freien reduzierenden
MurNAc-Enden erzeugt werden (Filipe et al., 2005; Gobert et al., 2003). Der Weg Uber Toll dhnelt
also dem liber die TLRs in Sdugetieren, allerdings wird Toll hier indirekt durch eine Proteasekaskade
aktiviert, welche durch PGRP-SA induziert wird (Royet und Dziarski, 2007). Das Transmembranprotein
PGRP-LC bindet Gram-negatives DAP-Typ PGN, was eine Oligomerisierung der PGRP-LCs zur Folge
hat. Hierdurch wird das IMD Protein (immune deficiency) rekrutiert und dessen death-Domaéne
aktiviert. IMD induziert einen von Toll unabhdngigen NF-kB-Weg (Choe et al., 2002; Gottar et al.,
2002). Fur PGRP-LC konnten drei unterschiedliche Splicingvarianten nachgewiesen werden, die sich
in ihren extrazelluliren Doméanen unterscheiden und verschiedene Bindespezifititen aufweisen
(Leulier et al., 2003; Stenbak et al., 2004; Werner et al., 2003). Toll und IMD l6sen humorale
Immunantworten aus. Zuséatzlich induzieren PGRPs aber auch die Prophenoloxidaseantwort. PGRP-LE
bindet PGN und aktiviert daraufhin die Prophenoloxidasekaskade. Pathogene werden von einer
Kapsel aus Melanin umhiillt und reaktive Sauerstoffspezies gebildet (Takehana et al., 2002; 2004).
PGRP-LC und PGRP-SC1 fiihren zudem zur Phagocytose Gram-negativer Bakterien (Kocks et al., 2005;
Ramet et al., 2002).

Einige PGRPs der Insekten benotigen fir ihre Funktion enzymatische Aktivitdt. PGRP-LB ist eine N-
Acetylmuramylalaninamidase, die die Amidbindung zwischen L-Ala und MurNAc spaltet. So wird das
Stammpeptid des PGN vom Glycanriickgrat entfernt. Der Verdau von PGN mit derartigen Amidasen
inaktiviert die Erkennung des polymeren PGN. Dies kénnte die komplexe Immunantwort modulieren.
Aufgrund des spezifischen Expressionsmusters dieser Amidase wird die Antwort raumlich und zeitlich
eingeschrankt (Mellroth et al., 2003). Damit tragen die PGRPs zu einer homdostatischen Balance der
Immunantworten auf kommensale und pathogene Bakterien bei (Royet und Dziarski, 2007). PGRP-
SB1 hydrolysiert nur PGN aus Bacillus megaterium und ist damit bakteriozid gegen diese eine Spezies
(Mellroth und Steiner, 2006). Das bereits vorgestellte PGRP-SA ist keine Amidase sondern besitzt
Carboxypeptidaseaktivitdt und spaltet so die Bindung zwischen DAP und D-Ala im Stammpeptid des
Gram-negativen PGN. Die Bedeutung dieser Aktivitat ist unklar (Chang et al., 2004).

PGRPs der Sdugetiere wirken meistens bakterizid und fungieren nicht in der Induktion von
Immunreaktionen. Auch sie besitzen oft N-Acetylmuramylalaninamidaseaktivitat. Diese PGLYRPs sind
direkt gegen Gram-positive und Gram-negative Bakterien aktiv (Lu et al., 2006; Tydell et al., 2002).
Sie werden selektiv in verschiedenen Geweben exprimiert und haben spezifische bakterizide
Eigenschaften (Mathur et al., 2004). Diese Spezifitdit hat die Abwehr von Pathogenen und die
Kontrolle der kommensalen Bakterienpopulationen zur Folge, ohne die letztgenannten zu eliminieren
(Royet und Dziarski, 2007).

Das minimale Bindemotiv der PGRPs ist das Muramyltripeptid. Die Erkennung findet spezifisch in

einer Bindetasche statt, wobei umgebende Losungsmittelmolekiile komplett ausgeschlossen werden.
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Die Interaktionen in der Bindetasche werden durch den Peptidrest und das MurNAc vermittelt. Das
Muramylpentapeptid wird noch effizienter gebunden als das Tripeptid. Die Unterscheidung zwischen
Gram-negativen und Gram-positiven PGN erfolgt durch eine gezielte Erkennung der zuséatzlichen
Carboxylgruppe der DAP an Position drei des Stammpeptids. Zusatzlich wird die Erkennung der
Peptidbriicke, welche zwei Stammpeptide des PGN vernetzt, durch PGRPs mit zwei Bindedomanen
oder durch Dimerbildung zweier PGRPs diskutiert (Choe et al., 2005; Choe et al., 2002; Guan et al.,
2005; Lu et al., 2006; Mellroth und Steiner, 2006; Swaminathan et al., 2006).

PGN wird also durch unterschiedliche Mechanismen perzipiert. Pathogene stehen deshalb unter
einem groRen Selektionsdruck, ihr PGN so zu modifizieren, dass es nicht mehr oder weniger effizient
erkannt wird. Die essentiellen Funktionen des PGN sind aber eng mit seiner Struktur assoziiert (siehe
1.4.3). Deshalb sind Modifikationen nur in einem engen Bereich moglich, in dem die Erfillung dieser
Funktionen noch gewihrleistet ist. Dennoch ist es einigen Pathogenen gelungen, ihr PGN zu
maskieren. Durch Deacetylierung des GIcNAc zu Glucosamin entgeht das PGN aus Listeria
monocytogenes sowohl der Hydrolyse durch Lysozym als auch der Erkennung durch das
Wirtsimmunsystem (Bishop et al., 2007; Boneca et al., 2007; Cossart und Toledo-Arana, 2008).
Ahnliche Phdnomene sind auch von anderen Bakterien bekannt (Davis und Weiser, 2011; Wang et
al., 2009).

Eine solche Plastizitdt des PGN und die damit verbundene Verringerung seiner Erkennung ist auch in
Pflanzen beobachtet worden. PGN aus Agrobacterium tumefaciens zeigt eine deutlich schwachere
immunogene Wirkung in A. thaliana als PGN aus Xcc. Diese PGNs unterscheiden sich in einer

Aminosdure des Peptidanteils sowie in einer Acetylgruppe (Erbs et al., 2008).
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1.6 Das Lysin-Motiv

Das Lysin-Motiv (LysM) wurde erstmals am Beispiel des Lysozyms des Bacillus Phagen ®29
beschrieben (Garvey 1986). Mittlerweile wurden durch Sequenzvergleiche mehr als 1500 Proteine
mit LysM-Doméanen gefunden (Buist et al., 2008). In Bakterien findet sich das Motiv besonders in
Enzymen des PGN-Abbaus, in denen es als Anker fiir die enzymatischen Domédnen am PGN dient.
Neben bakteriellen Proteinen mit LysM-Domanen sind besonders pflanzliche LysM-Proteine
untersucht worden.

Die LysM-Domane umfasst 42 bis 48 Aminosduren. Eine Analyse aller bekannten Lysin-
Motivsequenzen ergab die in Abbildung 1.3 A gezeigte Konsensussequenz (Desvaux et al., 2006).
Besonders stark sind die ersten 16 Aminosduren konserviert. Etwas weniger gut sind die letzten 10
Aminosduren des Motivs konserviert. Die zentrale Region des Lysin-Motivs ist mit Ausnahme der
Ile/Leu-Reste an den Positionen 23 und 30 und des Asn an Position 27 nur schwach konserviert.
Strukturell beschrieben wurde die LysM-Domane durch NMR-spektroskopische Untersuchungen der
Mureintransglycosylase MItD aus E. coli, durch in silico Strukturvorhersagen einer LysM-Domaéne des
Ascomyceten Tuber borchii sowie durch die Kristallstrukturanalysen der LysM-Domane des ykuD
Proteins aus Bacillus subtilis (Bateman und Bycroft, 2000; Bielnicki et al., 2006; Percudani, 2005). Das
Lysin-Motiv liegt in einer symmetrischen Baof-Topologie vor, in der die beiden a-Helices auf einer
Seite eines zweistrdngigen, antiparallelen PB-Faltblatts liegen (Abbildung 1.3 B). Die beiden hoch
konservierten Gly-Reste (an Position 6 und 38 in Abbildung 1.3 A) bilden enge B-Schleifen. Der stark
konservierte Asn-Rest an Position 28 bildet eine -Schleife am Ende der zweiten Helix der LysM-
Domane. Diese Strukturanalysen ermaoglichten durch homology modelling die Vorhersage der LysM-
Domadne des NFP-Proteins aus der Leguminose Medicago truncatula, wobei sich auch hier die foof3-
Topologie bestdtigen lie (Mulder et al., 2006). LysMs treten oft als Wiederholungen im gleichen

Protein auf. Dann sind die Motive oft durch flexible Regionen verbunden (Buist et al., 2008).
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Abbildung 1.3. Das Lysin-Motiv.

(A) Einige Aminosaurereste des Lysin-Motivs sind konserviert. Grad der Konservierung der Aminosauren nach
Sequenzvergleich von 1668 in pfam annotierten Lysin-Motiven mit Hilfe des Profile Hidden Markov Model
(pHMM)-Logoformats (modifiziert aus Desvaux et al., 2006). (B) faap-Struktur des Lysin-Motivs. Die Struktur
des Lysin-Motivs aus MItD wurde durch NMR-Studien aufgeklart und ist in der Aufsicht (links) und von der Seite
abgebildet (rechts, beides modifiziert aus Bateman und Bycroft, 2000).

Eine Reihe von Bindestudien weisen darauf hin, dass LysM-Domanen Bindemodule fiir Liganden mit
N-Acetylglucosaminmotiven sind. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die N-
Acetylmuramidase AcmA aus Lactococcus lactis PGN-Zellwdnde nichtkovalent bindet und
hydrolysiert. Durch Bindestudien mit PGNs unterschiedlicher Aminosaurezusammensetzung der

Stammpeptide und unterschiedlichen Arten der Interpeptidvernetzung konnte bestatigt werden,
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dass LysM-Domaénen das Glycanriickgrat des PGN binden (Buist et al., 1997; 1995; Steen et al., 2003).
Weitere Hinweise auf die Bindung von N-Acetylglucosamin-haltigen Glycanen, wie z.B. Chitin,
ergeben sich aus der Anwesenheit von LysM-Domaéanen in Chitinasen aus Volvox carteri und
Caenorhabditis elegans (Bateman und Bycroft, 2000). Eine genauere Charakterisierung der Bindung
zu Chitooligosacchariden gelang durch NMR-spektroskopische Untersuchungen der Bindung von zwei
N-terminalen LysM-Domaénen einer Chitinase aus Pteris ryukyuensis. (GIcNAc)s konnte von diesen
LysM-Domaénen in einem stdéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 gebunden werden. (GIcNAc); wurde
nur dulerst schwach gebunden (Ohnuma et al., 2008). In Pflanzen konnte die Interaktion von Chitin
mit der LysM-RLK CERK1 aus A. thaliana und CEBiP aus Reis nachgewiesen werden (lizasa et al., 2010;
Kaku et al., 2006; Petutschnig et al., 2010). Auf diese beiden chitinbindenden Proteine wird spater
detaillierter eingegangen. In silico konnte die potentielle Fihigkeit der LysM-Domdane des M.
truncatula NFP, das GIcNAc-Riickgrat rhizobieller Nod-Faktoren zu binden, gezeigt werden (Mulder et
al., 2006). Mit LysM-Proteinen aus unterschiedlichen Organismen konnte somit gezeigt werden, dass

die Substrate, welche LysM-Proteine binden, GIcNAc als gemeinsames Motiv besitzen.

1.7 Proteine mit LysM-Domadnen in Pflanzen und ihre Funktionen

AuBler in Archeen konnten Proteine mit LysM-Domanen bisher in allen Organismen gefunden
werden. Neben den bakteriellen gehoren die pflanzlichen zu den am besten charakterisierten LysM-
haltigen Proteinen. In Prokaryonten, Pilzen und einfachen Metazoen stehen die LysM-Domaénen im
Kontext mit vielen unterschiedlichen Doméanen. Diese Vielfalt nimmt in Grinalgen und Moosen ab.
Bei den Gymnospermen und Angiospermen finden sich nur vier Klassen von Proteinen mit Lysin-

Motiven (Abbildung 1.4) (Buist et al., 2008; Zhang et al., 2009).
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Abbildung 1.4. Modelle der Proteine mit LysM-Domaénen in hoheren Pflanzen.

Proteine mit LysM-Domanen kdénnen in Pflanzen in vier Gruppen eingeteilt werden: LYK - Rezeptor-ahnliche
Kinase (RLKs) mit extrazellularer LysM-Domane, LYP - membranverankerte (mittels
Glycosylinositolphosphatidylanker oder Transmembrandomane) Proteine mit extrazellularer LysM-Domane,
LysMe — sekretierte Proteine, ohne Membranverankerung, LysMn — intrazelluldre Proteine, z.T. mit zusatzlicher
F-Box Domane (Zhang et al., 2009).

Plasmamembranstiandige, rezeptordhnliche Kinasen (RLKs) mit extrazelluldrer LysM-Domane und
intrazellularer Ser/Thr-Kinasedoméne bilden die Gruppe der LYKs. LYKs werden nur in Moosen,
Gymnospermen und Angiospermen gefunden. Diese Familie hat durch Genomduplikationen eine
besondere Expansion erfahren, sodass in den meisten Pflanzengenomen viele Kopien der LYK-Gene
vorliegen. lhre Zahl schwankt zwischen drei LYK-Genen in Zea mays und 21 in der Leguminose Glycine
max. Mitglieder dieser Klasse wurden bisher am besten charakterisiert. So reprasentieren die
Nodulationsfaktorrezeptoren in Leguminosen und die Chitinrezeptoren in Reis und A. thaliana
typische LYKs (siehe 1.7.1 und 1.7.2).

LYPs sind Proteine mit zwei Lysin-Motiven. Dabei ist das erste Lysin-Motiv in allen LYPs sehr dhnlich,
wahrend das zweite einen hohen Grad an Divergenz aufweist. Die Positionen der Lysin-Motive im N-
terminalen Bereich der LYPs sind sehr stark konserviert. LYPs sind entweder direkt durch
Membranhelices oder indirekt durch Glycosylphosphatidyl (GPI)-Anker in der Cytoplasmamembran
verankert. Die Anzahl an Kopien der LYPs im Genom variiert nur wenig. CEBiP aus Reis ist das einzige
charakterisierte Mitglied dieser Gruppe (siehe 1.7.1).

Die LysMe Proteine sind sekretierte Proteine, mit nur einem Lysin-Motiv. Sie sind nicht mit der
Cytoplasmamembran assoziiert. Die Genarchitektur der LysMes ist sehr einfach und ohne Introns. Die
Sequenz ihres Lysin-Motivs ist stark konserviert.

Mitglieder dieser Familien werden sekretiert oder besitzen einen extrazellularen Anteil. Eine weitere
Familie Lysin-Motiv-enthaltender Proteine ist rein intrazelluldr. Diese LysMns besitzen nur ein Lysin-

Motiv. Einige LysMns besitzen aulerdem eine F-Box Domaéne. LysMns, die fir Proteine mit F-Box
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Domane codieren, treten nur in einer einzelnen Kopie im Genom auf. Die Funktionen von LysMes

und LysMns sind bisher unbekannt.

1.7.1 Die Chitinperzeption

Chitin, der Hauptbestandteil pilzlicher Zellwande, ist ein Polymer aus [(1-4) verknilpften GlcNAc
Einheiten. Mono- und dicotyledone Pflanzen sind in der Lage, Chitin zu erkennen und
Verteidigungsreaktionen zu induzieren (Felix et al., 1993; Shibuya, 2001; Zipfel et al., 2006). Die
Chitinperzeption ist also eine evolutionér alte und konservierte Form der Verteidigung gegen pilzliche
Pathogene in Pflanzen (Hamel und Beaudoin, 2010; Zhang et al., 2007).

In verschiedenen Pflanzen, wie Tomate, Reis, Gerste, Weizen und Sojabohne, konnten hochaffine,
mit der Cytoplasmamembran assoziierte Bindestellen fir Chitooligosaccharide gefunden werden
(Baureithel et al., 1994; Day et al., 2001; Ito et al., 1997; Okada et al., 2002; Shibuya et al., 1993). Der
erste Chitin-PRR wurde in Reis identifiziert. Das plasmamembranstindige Glycoprotein CEBiP (Chitin
elicitor binding protein) mit zwei extrazelluldren Lysin-Motiven zeigte eine hochaffine Chitinbindung.
CEBiP-knock-down Pflanzen waren gegeniiber Chitin fast insensitiv und wiesen eine deutlich
verringerte Produktion von ROS sowie eine drastisch verringerte Transkriptomresponsivitdt nach
Chitinbehandlung auf (Kaku et al., 2006). CEBiP besitzt nur eine kurze intrazellulire Doméane und
kann alleine kein Signal in das Zellinnere transduzieren. In A. thaliana wurde schlieBlich CERK1 und
spater die homologe RLK OsCERK1 in Reis identifiziert (Miya et al., 2007; Shimizu et al., 2010; Wan et
al., 2008). Beide RLKs besitzen eine extrazellulare LysM-Domane, welche im Fall von CERK1 aus drei
und in OsCERK1 aus einem gut annotierten und zwei moglicherweise degenerierten Lysin-Motiven
besteht. Das Fehlen dieser RLKs fiihrte zu drastisch reduzierten Antworten auf die Behandlung mit
Chitin. Es wurde deutlich, dass CERK1 und OsCERK1 unverzichtbare Schnittstellen der
Chitinperzeption sind. In Reis konnte auBerdem gezeigt werden, dass CEBiP und OsCERK1 durch
Chitin induzierbar physisch miteinander interagieren und so einen Rezeptorkomplex bilden. CEBiP
agiert hier also als Chitinbindeprotein, welches Chitinfragmente rekrutiert und dann im
Zusammenspiel mit OsCERK1 ein Perzeptionssignal generiert (Shimizu et al., 2010). Im Unterschied zu
Reis besitzt CERK1 in A. thaliana selbst die Fahigkeit, spezifisch Chitin zu binden und vereinigt die
Eigenschaften eines Bindeproteins und eines Transduktionsrelais in sich selbst (lizasa et al., 2010;
Petutschnig et al., 2010). Es ist aber noch nicht klar, ob nicht auch in A. thaliana weitere
chitinbindende Proteine fiir die Chitinperzeption bendtigt werden. Die Erkennung von Chitin erfolgt
unabhéangig von der LRR-RLK BAK1, dem essentiellen Corezeptor der Flagellin oder EF-Tu Perzeption
(siehe auch 1.2) (Gimenez-lbanez et al., 2009; Shan et al., 2008).
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1.7.2  Die Perzeption von Nodulationsfaktoren

Leguminosen sichern durch Symbiosen mit Rhizobakterien ihre Versorgung mit Stickstoff (Oldroyd et
al., 2009; Parniske, 2008). Die Symbiose wird durch die Sekretion rhizobieller Nodulationsfaktoren
(Nod-Faktoren), welche durch die Pflanze erkannt werden, vermittelt. Nod-Faktoren besitzen ein
Riickgrat aus vier bis fiinf 3(1-4) verkniipften GIcNAc Einheiten. Diese Chitooligosaccharide sind am
terminalen, nicht reduzierenden GIcNAc N-acyliert und besitzen zusatzliche Modifikationen, wie
Acetylierungen, Sulfatierungen, Methylierungen, Arabinoylierungen usw. der reduzierenden oder
nicht-reduzierenden endstindigen GlcNAc-Einheit (Dénarié et al., 1996; Perret et al., 2000). Diese
Modifikationen sind entscheidend fiir die Spezifitdt der symbiotischen Interaktion (Cullimore et al.,
2001).

In Medicago truncatula und Lotus japonicus wurden in einem genetischen Ansatz Nod-Faktor
insensitive Mutanten isoliert. Es handelte sich um Mutationen in Genen, welche fir LysM-RLKs
codieren (Amor et al., 2003; And, 2003; Arrighi et al., 2006; Madsen et al., 2003, Radutoiu et al.,
2003). In beiden Modelleguminosen wurden je zwei LysM-RLKs gefunden, die jeweils beide fiir die
erfolgreiche Nodulation benétigt wurden. Die M. truncatula RLKs NFP und LYK3 entsprechen dabei
den L. japonicus RLKs NFR5 und NFR1. Die genauere Betrachtung der Mutanten fiihrte aber zu
unterschiedlichen Modellen der Nod-Faktorperzeption. Die L. japonicus RLKs erfillen demnach
entweder ihre Aufgabe in einem einzelnen funktionalen Komplex oder aber sie induzieren
unterschiedliche Signalwege, die bereits kurz nach der Perzeption konvergieren (And, 2003). In M.
truncatula werden auch beide RLKs fiir eine erfolgreiche Nodulation benétigt, aber sie besitzen
unterschiedliche Hierarchien in diesem Prozess. NFP ist fur die Induktion friiher Antworten, wie
Membrandepolarisierung und Ca®' Influx, aber auch die Adaption des Transkriptoms und die
Ausbildung von Nodulationsprimordien notwendig. LYK3 coreguliert die Transkriptomanderung und
ist essentiell fiir die Krimmung der Wurzelhaare und die erfolgreiche Infektion durch die Rhizobien.
NFP fungiert also als Signalrezeptor, wahrend LYK3 einen Eintrittsrezeptor darstellt. Die Aktivitat
beider RLKs ist dabei von der Struktur der eingesetzten Nod-Faktoren abhdngig, wobei LYK3
stringentere Anforderungen an diese stellt und so die Spezifitdt des Infektionsprozesses steuert
(Amor et al., 2003; Arrighi et al., 2006; Smit et al., 2007).

Auch in Pisum sativum und Glycine max konnten LysM-RLKs als Nod-Faktorrezeptoren identifiziert
werden (Indrasumunar und Gresshoff, 2010; Zhukov et al., 2008). Alle diese RLKs dhneln in ihrer
Topographie einander und besonders der LysM-RLK CERK1 aus A. thaliana und es wird angenommen,
dass diese RLKs von einem gemeinsamen Vorfahren abstammen. Durch Duplikation und

Diversifikation erwarben dann einige LysM-RLKs der Leguminosen die Fahigkeit der Nod-
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Faktorperzeption und erméglichten so die symbiotische Interaktion mit Rhizobien (Zhang et al., 2009;
Zhu et al., 2006).

Die Fahigkeit Symbiosen mit Rhizobakterien einzugehen ist auf Leguminosen beschrankt. Die einzige
Ausnahme bildet Parasponia, in der sich unabhdngig von den Leguminosen eine auf Nodulation
basierende Symbiose mit Rhizobakterien entwickelt hat (Becking, 1979; Trinick, 1973). Auch in
diesem System wurde als Nod-Faktorrezeptor eine LysM-RLK identifiziert, die groRe Ahnlichkeit mit
NFP aus M. truncatula und NFR5 aus L. japonicus besitzt (Op den Camp et al., 2010).

Eine direkte, physische Interaktion der Nod-Faktoren und ihrer Rezeptoren konnte bisher nicht
gezeigt werden. In silico Modelling-Ansdtze zeigten, dass eine direkte Wechselwirkung der LysM-
Domane von NFP mit Nod-Faktoren denkbar ist und deuten gemeinsam mit den genetischen Daten
auf eine solche Interaktion hin (Mulder et al., 2006; Radutoiu et al., 2007).

Die Signaltransduktion der Initiation von Symbiosen zwischen M. truncatula und arbusculdren
Mycorrhiza Uberschneidet sich an vielen Punkten (And, 2003; Arrighi et al., 2006; Radutoiu et al.,
2007). Die diffusiblen, niedermolekularen ,Myc-Faktoren®, welche fir die Einleitung der Symbiose
durch die Mykorrhiza sekretiert werden, konnten als Lipochitooligosaccharide, welche den Nod-
Faktoren sehr dhnlich sind, identifiziert werden. Ergédnzend konnte eine Beteiligung von NFP an der
Perzeption dieser Faktoren gezeigt werden (Maillet et al., 2011).

LysM-RLKs nehmen also eine prominente Rolle in der Erkennung von Mikroorganismen ein und

vermitteln die Abwehr von pilzlichen Pathogenen sowie die Symbiose mit Rhizobien und Mycorrhiza.
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1.7.3  LysM-Proteine in Arabidopsis thaliana

In A. thaliana wurden 14 Proteine mit LysM-Domanen identifiziert. Mit Hilfe von multiple sequence
alignment Untersuchungen lassen sich diese Proteine in die vier bereits beschriebenen Gruppen, die

auch strukturelle Eigenschaften der Proteine widerspiegeln, einordnen (Abbildung 1.5, siehe auch

1.7).
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Abbildung 1.5. ClustalW2 Analyse der A. thaliana Proteine mit Lysin-Motiven.
Die Sequenzen der A. thaliana Proteine mit Lysin-Motiven wurden mit Hilfe von ClustalW2 verglichen. Es
kénnen vier Gruppen gebildet werden: LYKs — RLK mit extrazelluldrer LysM-Domane, LYPs — GPl-verankerte

Proteine mit zwei Lysin-Motiven, LysMe — sekretierte Proteine mit einem Lysin-Motiv, LysMn — intrazelluldre
Proteine mit einem Lysin-Motiv (siehe auch 1.7).

Die Gruppe der LYKs umfasst fiinf RLKs. CERK1 wurde bereits als Chitinrezeptor beschrieben (siehe
1.7.1), die Rollen der anderen LYKs sind unklar. In A. thaliana werden je drei membranstdndige LYPs,

drei sekretierte LysMes und drei intrazellulare LysMns annotiert. At1g55000 besitzt zusatzlich zum

Lysin-Motiv noch eine F-Box Domane.
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1.8 Ziele der Arbeit

Mikroben-assoziierte molekulare Muster (MAMPs) l6sen in Pflanzen Immunreaktionen aus. Ein
wichtiges Beispiel hierfiir ist Peptidoglycan (PGN), ein essentieller Bestandteil bakterieller Zellwande.
Peptidoglycan aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien induziert typische
Immunreaktionen in Arabidopsis thaliana. Das Glycanriickgrat des PGN ist fiir seine immunogenen
Eigenschaften bedeutend. Lysin-Motive (LysM) sind bereits als PGN-bindend beschrieben und finden
sich in pflanzlichen Chitin- und Nodulationsfaktorrezeptoren wieder.

Um einen PGN-Rezeptor oder PGN-Bindeproteine zu identifizieren, wurden deswegen in dieser
Arbeit Proteine mit Lysin-Motiven (LysM) untersucht. Es sollte geprift werden, ob LysM-Proteine in
A. thaliana einen Beitrag zur PGN-Perzeption und zur Immunitdt gegen pathogene Bakterien leisten
und die Fahigkeit besitzen, PGN spezifisch zu binden. Zudem sollten Grundlagen zur Aufklarung der

Zusammensetzung eines putativen PGN-Rezeptorkomplexes gelegt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Material

Die Bezugsquellen der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt.

Tabelle 2.1. Hersteller bzw. Lieferanten der verwendeten Chemikalien.
Chemikalien Hersteller/Lieferant
Sigma-Aldrich (Taufkirchen), Carl Roth
v . (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Fluka
Losemittel

(Buchs, Schweiz), Brenntag Chemiepartner
GmbH (Plochingen)

Standardlaborchemikalien

Carl Roth (Karlsruhe), AppliChem
(Darmstadt), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Nukleinsaure modifizierende Enzyme

Fermentas (St. Leon-Rot), New England
Biolabs (Beverly, USA), Invitrogen (Carlsbad,
USA)

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)

Fermentas (St. Leon-Rot)

Oligonukleotide

Eurofins MWG Operon (Ebersberg)

Synthetische Komplettmedien (Synthetic
Complete, SC)

Formedium (Norwich, UK)

Antibiotika

Carl Roth (Karlsruhe), Duchefa (Haarlem,
Niederlande)

Peptidoglycane und bakterielle
Zellwandpraparationen

Invivogen (Toulouse, Frankreich), Sigma-
Aldrich (Taufkirchen)

Chitin

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Chitohexamer

Seikagaku Corporation (Tokyo, Japan)

Antikérper

Sigma-Aldrich (Taufkirchen),New England
Biolabs (Beverly, USA), Molecular Probes
(Invitrogen), Acris Antibodies GmbH
(Herford)

Nitrocellulose-Membranen

Amersham (GE-Healthcare, Miinchen)

Protease-/Phosphataseinhibitoren

Roche (Grenzach)
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2.2 Medien und Antibiotika

Material

Es wurden die in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Medien verwendet.

Tabelle 2.2. Medien.

Medium

Inhalt

Lysogeny broth, Typ Lennox (LB)

10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Bacto-
Hefeextrakt, 5 g/l NaCl, ggf. 15 g/I Bacto-
Agar

Kings Medium B (Kings B)

20 g/I Glycerin, 40 g/I Proteose-Pepton 3,
nach dem Autoklavieren 10 ml 10 % (w/v)
K;HPO,4 und 10 ml 10 % (w/v) MgS0, (beides
sterilfiltriert) hinzufligen

% Murashige-Skoog Medium (MS)

2,2 g/l MS-Salze, pH 5,7 (KOH), ggf. 8 g/I
Select-Agar

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD)

20 g/l Bacto-Proteose Pepton, 20 g/I
Glucose, 10 g/l Bacto-Hefeextrakt, pH 6 —
6,3,

ggf. 20 g/l Bacto-Agar

Complete Supplement Mixture Drop out Leu,
Trp
(cSM-Lw)*

1,55 g/l Leu’, Trp” (Formedium, DSCK172),
6,9 g/l Yeast-Nitrogen-Base (Formedium,
CYNO0501), 20 g/l Glucose, pH 6 — 6,3,

ggf. 20 g/l Bacto-Agar

Complete Supplement Mixture Drop out Leu,
Trp’, Adenin” (CSM-AdeLW)*

1,47 g/1 SC Ade’, His’, Leu’, Trp” (Formedium,
DSCK272), 76 mg/| Histidin, 6,9 g/ Yeast-
Nitrogen-Base (Formedium, CYN0O501), 20 g/I
Glucose, pH 6 — 6,3, ggf. 20 g/l Bacto-Agar

Complete Supplement Mixture Drop out Leu,
Trp’, His', Adenin” (CSM-AdeHLW)?

1,47 g/1 SC Ade’, His’, Leu’, Trp” (Formedium,
DSCK272), 6,9 g/l Yeast-Nitrogen-Base
(Formedium, CYN0501), 20 g/l Glucose,

pH 6 - 6,3, ggf. 20 g/l Bacto-Agar

T (Kaiser, 1994)

Die Medien wurden gegebenenfalls mit den Antibiotika aus Tabelle 2.3 ergéanzt.

Tabelle 2.3. Antibiotika.

Antibiotikum Endkonzentration [pug/pl] Lésemittel
Ampicillin 50 Wasser
Cycloheximid 50 Wasser
Kanamycin 50 Wasser
Rifampicin 50 Methanol
Spectinomycin 50 Wasser
Tetracyclin 25 Ethanol
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23 Bakterien- und Pilzstamme

Es wurden die in Tabelle 2.4 gezeigten Bakterien- und die in Tabelle 2.5 gezeigten Pilzstdmme
verwendet.

Tabelle 2.4 Verwendete Bakterienstimme.
Spezies Stamm Genotyp
F-(¢p80dlaczd M15),
0/lacZYA-argF)u169,
DHS0! endAl,recAl, hsdR17(r K-
Escherichia coli m+), deoR, thi-1, phoA,
supE44, gIinV44l-gyrA96,
relAl, F-
1 F-ompT hsdSb(rb-mb-) gal
BL21AI dcm araB:T7RNAPtetA
Agrobacterium tumefaciens GV3103::pMP90 T-DNA" ,vir" Rif" ,pMP90 gen"
pv. tomato DC3000 Rif"
pv. tomato DC3000 hrcC Rif", Kan", hrcC

Pseudomonas syringae

pv. tomato DC3000 o . ; ]
Rif', Kan', avrPto’, avrPtoB
AavrPto/avrPtoB
1Invil‘rogen
Tabelle 2.5. Verwendete Pilzstamme.
Spezies Stamm Genotyp
MATa, trp1-901, leu2-3,112,
ura3-52, his3-200, gal4A,
gal80A, LYS2::GAL1yas-
Saccharomyces cerevisiae AH109' GALItara-HIS3MEL1 GAL2yas-
GAL2+p1a-ADE2,
URA3::MEL1yps-MEL11ara-lacZ,
MEL1
Alternaria brassicicola MUCL 2029
! Clontech
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2.4 Vektoren

Material

Die verwendeten Vektoren sind in Tabelle 2.6 aufgefiihrt.

Tabelle 2.6. Vektoren.

Vektor

Eigenschaften

Verwendung

rrnB T2, rrnB T1, TOPO recognition site 1,

T/A-Klonierung von PCR-

pCR8/GW/TOPO' TOPO recocnition site 2, attL1, attL2, T7
. ! Produkten
promoter, Spn’, pUC origin
pT7, ribosome binding site (RBS), initiation . . .
E. coli E ktor f
pDEST15* ATG, GST tag, attR1, attR2, Cm®, ccdB, tT7, X tcgr’m iﬁ‘;’::i:’;iﬁiior ur
bla, pBR322 origin, ROP ORF
pT7, ribosome binding site (RBS), initiation . . .
. E.coli E ktor f
pDEST171 ATG, 6x His tag, attR1, attR2, CmR, ccdB, tT7, N '(c:grlr'rﬂ)r(wzrlzs:izni\ijiiozr ur
bla, pBR322 origin, ROP ORF 6
ADH1, pT7, tT7&ADH1, pUC origin, 2 igin, f1 5. cerevisiae
2 p , pT7, , pUC origin, 2 origin, . ..
pGADT? origin, TRP1, Kan®, GAL4- BD, c-Myc, MCS Express.lonsvektor fir GAL4
AD-Fusion
ADH1, pT7, tT7&ADH1, pUC origin, 2 igin, f1 3. cerevisiae
2 p , pT7, , pUC origin, 21 origin, . ..
PGBKTZ origin, LEU2, bla, SV40-NLS, GAL4-AD, HA, MCS Expressionsvektor fir GAL4
BD-Fusion
pADH1, pT7, tT7&ADH1, pUC origin, 2 origin, f1 S. cerevisiae
pGADT7-GW? origin, TRP1, Kan", GAL4-DNA-BD, c-Myc, MCS, Expressionsvektor fiir GAL4-
attR1, attR2, ccdB, Cm' AD-Fusion
pADH1, pT7, tT7&ADH1, pUC origin, 2 origin, f1 S. cerevisiae
pGBKT7-GW? origin, LEU2, bla, SV40-NLS, GAL4-AD, HA, MCS, Expressionsvektor fir GAL4-
attR1, attR2, ccdB, Cm' BD-Fusion
bindrer Expressionsvektor
35S, t35S, eGFP, attR1, attR2, ccdB, Cm"
pK7WGF2.0* P ! » GBFF, @ @ s ceas, tmy, fir N-terminale GFP-Fusion
Kan', Sm/Sp .
in Pflanzen
bindrer Expressionsvektor
35S, t35S, eGFP, attR1, attR2, ccdB, Cm"
pK7FWG2.0* P ! » GBFF, @ @ s ceas, tmy, fir C-terminale GFP-Fusion
Kan', Sm/Sp .
in Pflanzen
binarer E i kt
pBGW* attR1, attR2, ccdB, Cm', Kan', Sm/Sp inarer txpressionsvektor

fur Pflanzen

1 B
Invitrogen
% Clontech

3 Clontech, modifiziert durch Sandra Postel
* (Karimi et al., 2002), VIB Ghent

28



Material

2.5 Pflanzen

2.5.1 Arabidopsis thaliana Linien

Die in dieser Arbeit verwendeten A. thaliana Linien sind in Tabelle 2.7 aufgefiihrt.

Tabelle 2.7. Verwendete A. thaliana Pflanzen.

Bezeichnung Linie Gen Merkmale

T-DNA (SALK)

Insertion im
lym3-1 SALK_111212" At1g77630 (LYM3) 1. Intron

kein vollstandiges

LYM3 Transkript

T-DNA (SALK)

Insertion im
lym3-2 SALK_132566" At1g77630 (LYM3) 1. Exon,

kein vollstandiges

LYM3 Transkript

lym3-1, mit
p35S:GFP-LYM3
Kassette (3.4.5.1)
transformiert

lym3-1/p35S:GFP-

LY SALK_111212 At1g77630 (LYM3)

lym3-1, mit
pLYM3:LYM3
Kassette (3.4.5.1)
transformiert

lym3-1/pLYM3::LYM3?  SALK_111212 At1g77630 (LYM3)

T-DNA (GABI-Kat)

Insertion im
cerk1-2 GABI_096F09° At39g2160 (CERK1) 10. Intron,

kein vollstandiges

CERK1 Transkript

T-DNA (FLAG
INRA) Insertion im
cerk1-3 FLAG_GX112* At3g2160 (CERK1) 10. Intron, kein
vollstéandiges
CERK1 Transkript

T-DNA (GABI-Kat)

Insertion im
lym1-1 GABI_419G07° At1g21880 (LYM1) 2. Exon,

kein vollstandiges

LYM1 Transkript

T-DNA (Saskatoon

SK) Insertion im
lym1-2 sk17791° At1g21880 (LYM1) 5. Exon,

kein vollstandiges

LYM1 Transkript

TSALK, Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC), siehe auch Charakterisierungen in 4.4

? siehe auch 3.4.5.1 und 4.5

® zur Verfuigung gestellt von Volker Lipka (Gimenez-lbanez et al., 2009; Miya et al., 2007)

* zur Verfuigung gestellt von Volker Lipka (Gimenez-lbanez et al., 2009)

® GABI-Kat durch Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC), siehe auch Charakterisierungen in 4.4
® Saskatoon T-DNA Collection (SK), siehe auch Charakterisierungen in 4.4

29



Methoden

3 Methoden

3.1 Pflanzenanzucht

3.1.1  Anzucht von Arabidopsis thaliana Pflanzen

Arabidopsis Pflanzen wurden unter Kurztagbedingungen (8h Licht / 16h Dunkelheit) bei ca. 21°C und
einer Lichtmenge von 150 umol/m’s angezogen. Die Aussaat erfolgte entweder auf
dampfsterilisierter GS90 Erde (Gebr. Patzer), die mit Vermikulit gemischt wurde, oder unter sterilen
Bedingungen auf %4 MS-Agar Platten. In allen Fallen wurden die Samen zur Stratifikation fir 2 Tage
bei 4°C im Dunkeln inkubiert und danach den entsprechenden Lichtbedingungen ausgesetzt.

Fir die Anzucht auf %2 MS-Platten wurden oberflachensterilisierte A. thaliana Samen verwendet. Die
Sterilisation erfolgte Giber Nacht mit Chlorgas (aus 50 ml NaClO und 1,5 ml 37 % HCI). Samen wurden
zur Keimung auf Petrischalen Uberfiihrt, welche % MS-Medium mit 0,8 % (w/v) Agarose enthielten

und wurden unter Langtagbedingungen (16 h Licht, 22°C und 40 — 60 % Luftfeuchtigkeit) angezogen.

3.1.2 Anzucht von Nicotiana benthamiana Pflanzen

N. benthamiana-Pflanzen wurden im Gewachshaus mit 13 h Licht und 11 h Dunkelheit bei ca. 23°C
(Lichtmenge: 40 kLux) angezogen. Die Aussaat erfolgte in Mischerde (Einheitserde P, Einheitserde T
und Sand, 2:2:1 und 0,1 % Konfidor).

3.2 Anzucht der Mikroorganismen

3.2.1 Bakterienanzucht

E. coli wurde auf LB-Agar bei 37°C oder in flissigem LB-Medium bei 37°C und 180 upm Uber Nacht
inkubiert, wenn nicht anders angegeben. Den Medien wurden Antibiotika (2.2) entsprechend der auf
den Plasmiden kodierten Resistenzen (2.4) zugefiigt.

A. tumefaciens wurde auf LB-Agar bei 28°C oder in LB-Medium bei 28°C und 180 upm etwa 48 h
inkubiert. Die Selektion auf die genomische Resistenz des verwendeten Stammes erfolgte mit
Rifampicin, auBerdem wurden den Medien Antibiotika entsprechend der auf den Plasmiden

codierten Resistenzen zugefiigt.
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Pseudomonas syringae pv. tomato (Pto) wurde auf Kings B-Agar, LB-Agar oder flissigem LB-Medium
bei 28°C und 180 upm 1 bis 2 Tage inkubiert. Es wurden Antibiotika entsprechend des verwendeten
Pto Stammes (0) eingesetzt.

Fiir die PGN-Aufreinigung wurde Pto DC3000 lber Nacht bei 28°C in 1 | King’s B Medium bis zu einer
optischen Dichte von 3,0 bei 600 nm angezogen. Diese Kultur wurde komplett zu 9 | King’s B Medium
in einem Blattrihrfermenter Typ Biostat E (B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen)
Uberfihrt. Die Fermentation wurde bei 180 upm, 28°C und einer Begasungsrate von 0,4 vvm

(Volumen Luft/Volumen Fermenter) fiir 16 h durchgefiihrt.

3.2.2  Anzucht und Sporenernte von Alternaria brassicicola

Die Anzucht und Sporenernte von A. brassicicola erfolgte wie anderswo beschrieben (Kemmerling et

al., 2007; Thomma et al., 1999).

3.2.3  Anzucht von Saccharomyces cerevisiae

Nicht transformierte S. cerevisiae wurde auf YPD-Agar bei 30°C oder in YPD-Medium bei 30°C und
180 upm dber Nacht angezogen. Nach der Transformation wurde zur Selektion mit den

entsprechenden SC-Medien (Formedium) bei 30 °C kultiviert (Gietz und Woods, 2002; Kaiser, 1994).

3.3 Aufreinigung von Peptidoglycan (PGN)

3.3.1 PGN-Aufreinigung aus Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

Pto DC3000 wurde wie 3.2.1 in beschrieben angezogen. Das der PGN Aufreinigung aus Pto DC3000 zu
Grunde liegende Protokoll ist anderswo beschrieben (Glauner, 1988). Es wurden zuséatzliche Verdaus
mit DNasel (10 pg/ml) und RNaseA (50 pg/ml, in 10 mM Tris/HCI, pH 7) fur 2 h durchgefuhrt.
AnschlieRend wurde mit Trypsin (100 pg/ml in 10 mM Tris/HCI pH 7) liber Nacht und mit Proteinase K
(50 pg/ml, in 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 5 mM CaCl,, 0,5 % (w/v) SDS) fur 1 h verdaut. Daraufhin wurde
das PGN in 8 M LiCl aufgenommen und 1 h inkubiert und anschlieBend fiir 2 h in 100 % (v/v) Aceton
behandelt. Zwischen den Aufreinigungsschritten wurde das PGN griindlich mit Wasser gewaschen.

Die Reinheit des isolierten PGN wurde entsprechend mittels Silberfarbung (3.4.6.4) nach SDS-PAGE

(3.4.6.2) tberprift (Ghuysen, Tipper, und Strominger, 1966). Dazu wurden 100 pug PGN aufgetragen.
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3.3.2 PGN-Aufreinigung aus Staphylococcus aureus

PGN aus S. aureus wurde wie beschrieben isoliert (Bera et al., 2005; de Jonge et al., 1992).

3.4 Molekularbiologische Methoden

3.4.1 Transformation von Pflanzen

3.4.1.1 Agrobacterium vermittelte transiente Transformation von Nicotiana benthamiana

Eine Ubernachtkultur (3.2.1) transformierter Agrobakterien (3.4.2.2) wurde geerntet und die Zellen
in 10 mM MgCl, bis zu einer optischen Dichte von 1,0 bei 600 nm resuspendiert. Die
Bakteriensuspension wurde mit dem gleichen Volumen einer Suspension von Agrobakterien, welche
mit dem p19-Konstrukt (Voinnet, Rivas, Mestre, und Baulcombe, 2003) transformiert waren,
vereinigt. Nach Zugabe von Acetosyringon (4’-Hydroxy-3,5-dimethoxyacetophenon, 150 uM) wurde
4 h bei RT inkubiert. Die Suspensionen wurden in Blatter 6 Wochen alter N. benthamiana Pflanzen
infiltriert. Die Pflanzen wurden 3 bis 5 Tage bei RT belassen und der Erfolg der Transformation wurde

mittels Fluoreszenzmikroskopie (3.5.7.2) oder Immunoblot (3.4.6.5) kontrolliert.

3.4.1.2 Agrobacterium vermittelte stabile Transformation von Arabidopsis thaliana

Pflanzen

Die Transformation von A. thaliana Pflanzen erfolgte wie beschrieben (Bechtold und Pelletier, 1998;
S. J. Clough und Bent, 1998). A. tumefaciens Zellen einer Ubernachtkultur (3.2.1) wurden bis zu einer
optischen Dichte von 0,8 bei 600 nm in 5 % (w/v) Saccharose und 0,02 % (v/v) Silvet resuspendiert.
Blitenstande der zu transformierenden A. thaliana Pflanzen wurden 1 min in die Suspension
getaucht und anschlieRend fiir 24 h unter einer Glasglocke inkubiert. Danach reiften die Pflanzen im
Gewidchshaus ab. Mittels Antibiotikaselektion und Genotypisierung (3.4.4.8) wurden
Transformanden unter den Pflanzen der T1-Generation identifiziert. Positive Transformanden
wurden auf Transkriptebene durch RT-PCR (3.4.4.5) und im Falle von GFP-Fusionskonstrukten auch

auf Proteinebene durch Immunoblot (3.4.6.5) analysiert.
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3.4.2 Transformation von Mikroorganismen

3.4.2.1 Transformation von Escherichia coli

Chemisch kompetente E. coli DH5a oder BL21Al-Zellen wurden wie bereits beschrieben (Inoue,
Nojima und Okayama, 1990) hergestellt. Fiir die Transformation wurden 20 ul des Ligationsansatzes
(3.4.4.2) oder 1 pul gereinigtes Plasmid (3.4.3.2) zu 200 pl kompetenten Zellen gegeben. Der Ansatz
wurde 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 90 Sekunden auf 42°C erwarmt. Daraufhin wurden
600 ul LB-Medium hinzugefiigt und die Zellen bei 37°C und 180 upm 1 h lang inkubiert und auf LB-

Agar mit dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.4.2.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens

50 ul elektrokompetente Agrobakterien wurden mit 1 pg Plasmid-DNA versetzt, 5 min auf Eis
inkubiert und anschliefend mit einem Elektroporator 2510 (Eppendorf) bei 1500 V elektroporiert. Es
wurden je 600 ul LB-Medium zugefligt und etwa 2h bei 28°C und 180 upm inkubiert. Die
transformierten Agrobakterien wurden zu je 200 pl und 50 pl auf LB-Agar mit den entsprechenden

Antibiotika ausgestrichen und Gber Nacht bei 28°C inkubiert.

3.4.2.3 Transformation von Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae wurde nach der Methode von Gietz (Gietz und Woods, 2002) transformiert. 50 ml YPD
wurden mit 2.5%10% Zellen (10° Zellen/ml ergeben eine optische Dichte von 0,1 bei 600 nm) einer
Ubernachtkultur (3.2.3) inokuliert und bei 30 °C und 230 upm bis zu einer Dichte von mindestens
2*10’ Zellen/ml angezogen. Die Zellen wurden mit sterilem Wasser gewaschen. Pro Transformation
wurden 102 Zellen verwendet. Hierzu wurden die Zellen in 360 pl Transformationsmix (siehe Tabelle
3.1) resuspendiert und 40 min bei 42°C inkubiert, anschliefend wurden die Zellen pelletiert und der

Uberstand verworfen.

Tabelle 3.1. Ansatz fiir eine S. cerevisiae Transformation.
Substanz Volumen [ul]
PEG 3350 50 % (w(v) 240

1M LiAc 36

2 mg/ml ssDNA (5 min gekocht) 50

4 pg Plasmid DNA in Wasser 34

Die Zellen wurden in 500 pl sterilem Wasser resuspendiert, auf Agar des entsprechenden
Selektionsmediums ausgestrichen und bei 30 °C fiir 2 Tage inkubiert.Hierzu wurden die Zellen in 360

ul Transformationsmix (siehe Tabelle 3.1) resuspendiert und 40 min bei 42°C inkubiert, anschlieRend
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wurden die Zellen pelletiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden in 500 pl sterilem
Wasser resuspendiert, auf Agar des entsprechenden Selektionsmediums ausgestrichen und bei 30 °C

flir 2 Tage inkubiert.

3.4.3 Praparation und Analyse von DNA und RNA

3.4.3.1 Isolation genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana Pflanzen

Genomische DNA wurde wie anderswo beschrieben isoliert (Edwards et al., 1991). Ein A. thaliana
Blatt wurde in 200 pl Edwards-Puffer (0,2 M Tris/HCI; pH 7,5; 0,25 M NaCl; 25 mM EDTA; 0,5 % (w/v)
SDS) homogenisiert und das Homogenat anschlieBend bei 13 000 upm 5 min zentrifugiert. Die DNA
im Uberstand wurde, wie in 3.4.3.7 beschrieben, gefillt und in 50 pl TE Puffer (10 mM Tris/HCI pH

8,0, 1 mM EDTA) aufgenommen.

3.4.3.2 Plasmidisolation aus Escherichia coli

Plasmid DNA wurde mit Hilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits (Qiagen) nach Angaben des Herstellers

isoliert.

3.4.3.3 RNA Praparation aus Arabidopsis thaliana

Praparation aus Blattmaterial

RNA wurde aus 50-100 mg A. thaliana Blattmaterial isoliert, welches in flissigem Stickstoff
tiefgefroren, mit einem vorgekiihlten Pistill gemoérsert und anschlieBend mit 1 ml Trizol (0,4 M
Ammoniumthiocyanat; 0,8 M Guanidiniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat pH 5,0; 5% Glycerin;
38 % (v/v) Aqua-Phenol) versetzt wurde. Der Ansatz wurde gemischt und nach 10 min Inkubation bei
RT 200 pul Chloroform hinzugegeben. Nach grindlichem Mischen und anschlielender
Phasentrennung wurde die wassrige Phase abgenommen und in ein neues Reaktionsgefal iberfiihrt.
Die Nukleinsdure wurde nun mittels Isopropanolfillung (3.4.3.7) gewonnen. Die Reinheit und

Konzentration wurde entsprechend 3.4.3.4 gepriift.
Praparation aus Keimlingen

RNA wurde auch aus A. thaliana Keimlingen isoliert. Die Praparation erfolgte im Wesentlichen wie

oben fiir Blattmaterial beschrieben. Es wurde RNA aus 4 Keimlingen im Alter von 8 Tagen isoliert. Zu

34



Methoden

den zermorserten Keimlingen wurden allerdings nur 300 pl Trizol und spater nur 60 pl Chloroform

gegeben.

3.4.3.4 Nukleinsaurekonzentrationsbestimmungen

Nukleinsdurekonzentrationen wurden mit einem Spektralphotometer (Ultraspec 2100 pro,
Amersham) in einer Quarzkiivette bei einer Wellenldange von 260 nm (dsDNA: E260 = 1 2 50 pg/ml;
RNA: E260 = 1 2 40 pg/ml) ermittelt. AuRerdem wurde ein NanoDrop 2000 Spektrophotometer
(Thermo Fisher) verwendet, um DNA bzw. RNA Spektren von 220 nm bis 340 nm aufzunehmen. Diese

wurden mit der NanoDrop Software ausgewertet.

3.4.3.5 Agarosegelelektrophorese

Die zu analysierenden DNA-Proben wurden mit Ladepuffer (5 % (v/v) Glycerin, 5 mM EDTA, 1 mM
Tris/HCI; pH 7,5 und 0,025 % (w/v) Orange G) versetzt. Die Auftrennung erfolgte in Agarosegelen. Die
Agarosekonzentration in 1x TAE-Puffer (4 mM Tris/Acetat; 1 mM EDTA pH 8,0) wurde entsprechend
der Anwendung gewahlt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer elektrischen Feldstarke von 5 V/cm.
Als GroRenstandard wurde der Marker 1 kb Gene Ruler (Fermentas) verwendet. Zur Detektion wurde
in die Gele Ethidiumbromid mit einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml eingegossen. Die
Visualisierung selbst erfolgte mittels UV-Transilluminator (Infinity-3026 WL/26 MX, PeqglLab) und der
Software InfinityCapt 14.2 (PeqlLab).

3.4.3.6 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus PCR-Ansdtzen oder aus Agarosegelen

DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen oder nach Restriktionsverdau wurden mit dem QIAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen) nach den Angaben des Herstellers aus Agarosegelen aufgereinigt.

3.4.3.7 Fallung von Nukleinsduren

Die Nukleinsdurelésung wurde mit 0,3 M NaAc (pH 5,2) und 1 Volumen 100 % Isopropanol (p.a.) oder
3 Volumen 100 % Ethanol (p.a.) versetzt. Zu RNA Praparationen aus 3.4.3.3 wurde kein NaAc
zugegeben. Nach 10 min bei RT wurde bei 14000 upm und 4°C fir 15 min zentrifugiert und das
Nukleinsdurepellet mit 70 % (v/v) Ethanol (p.a.) gewaschen und an der Luft bei RT getrocknet und

anschlieRend in Wasser oder TE Puffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) aufgenommen.
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3.4.3.8 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten oder von Plasmid-DNA wurde von eurofins mwg operon
(Martinsried) und GATC (Konstanz) durchgefiihrt. Die Proben wurden entsprechend der
Anforderungen des Anbieters aufbereitet. Die Sequenzen wurden mit Hilfe der Programme EditSeq
5.00 und SegMan 5.00 (StarDNA) sowie der Genome Workbench (National Center for Biotechnology

Information) analysiert.

3.4.4 Enzymatische Manipulation von Nukleinsauren

3.4.4.1 Restriktionsendonukleaseverdau

Analytische oder praparative DNA Restriktionsendonukleaseverdaus wurden mit

Endonukleaseenzymen von Fermentas nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.4.2 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit T4-DNA-Ligase (Fermentas) nach den Angaben des
Herstellers durchgefiihrt.

3.4.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Sofern nicht anders angegeben, wurden PCR-Reaktionen in einem Volumen von insgesamt 20 pl

durchgefihrt. Der Inhalt eines Ansatzes ist in Tabelle 3.2 wiedergegeben.

Tabelle 3.2. PCR-Standardansatz.

Substanz Volumen [ul]
10X Taq-Puffer' 2,0

2,5 mM (insgesamt) dNTPs 2,0

10 puM 5‘-Primer 1,0

10 uM 3’-Primer 1,0

2 U/ul Tag-Polymerase 0,5

Wasser 12,5

DNA 1,0

T10x Tag-Puffer (160 mM (NH,),SO4, 670 mM Tris/HCl pH 8,8, 25 mM MgCl,, 0,1 % (v/v) Tween 20)

Die Reaktion wurde mit einem DNA Engine PTC-200“-Thermocycler (MJ Research, Biozym Diagnostic
GmbH, Oldendorf) durchgefiihrt. Als Matrize fiir die Reaktion diente cDNA (3.4.4.5), Plasmid-DNA
(3.4.3.2) oder genomische DNA aus A. thaliana (3.4.3.1). Die PCR wurde nach dem in Tabelle 3.3
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

36



Methoden

Tabelle 3.3. PCR-Standardprogramm.

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s]

1) Denaturierung 94 180

2) Denaturierung 94 30

3) Anlagerung der Primer entsprechend der Primer 30

4) Elongation 72 60 / 1kb der Matrize
5)30 malzu2

6) finale Elongation 72 600

3.4.4.4 DNase-Verdau

Die isolierte RNA wurde mittels DNase-Verdau von DNA gereinigt. Der Verdau wurde mit DNasel

(Fermentas) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

3.4.4.5 Reverse Transkription

Die cDNA-Erststrangsynthese erfolgte mit M-MulLV Reverser Transkriptase (Fermentas) nach den
Angaben des Herstellers aus 1-2 pug isolierter, DNase behandelter RNA (3.4.3.3). Fir semi-
guantitative Analysen erfolgten im Anschluss PCR-Reaktionen mit 1 pl cDNA (3.4.4.3). Als Kontrolle
wurde ein Fragment der cDNA des konstitutiv exprimierten Elongationsfaktors EF1a (At1g07920/
At1g07920/ At1g07920) amplifiziert.

3.4.4.6 Transkriptanalyse durch quantitative real time PCR (qPCR)

gPCR Amplifikationen und Messungen wurden mit einem iQ5 Multicolour Real Time PCR
Detektionssystem (Bio-Rad) durchgefiihrt. Die Amplifikation wurde mit Maxima® SYBR
Green/Fluorescein gqPCR Master Mix (Fermentas) detektiert. Die relative Quantifizierung der
Genexpression erfolgte mit der 2 Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Die Expressionsniveaus
wurden mit Hilfe der C; Werte des EF-1a Gens normalisiert. Das Vorhandensein eines einzelnen,
spezifischen PCR-Produktes wurde durch Schmelzpunktanalyse und Agarosegelelektrophorese
(3.4.3.5) Uberprift. Die Quantifizierungen wurden aus drei biologischen, mit je zwei technischen

Replikaten bestimmt. Die Standardabweichung wurde aus den biologischen Replikaten bestimmt.
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3.4.4.7 Transkriptomanalyse durch Microarrayanalysen

RNA wurde aus je 2 Arabidopsis Blattern isoliert (3.4.3.3). Es wurden 3 unabhangige Experimente als
Replikate angefertigt. Die Microarrayanalysen wurden von Kenichi Tsuda und Fumiaki Katagiri
(University of Minnesota, Minneapolis, USA) durchgefiihrt. Es wurden NimbleGen DNA Microarrays
(A. thaliana Genexpression, 12x135K Array TAIR 9.0, Roche) entsprechend den Angaben des
Herstellers verwendet. Die Sondensignale wurden Uber alle Arrays normalisiert. Um die
Expressionsniveaus zu errechnen, wurden die normalisierten Sondensignale dem robust multi-array
average (RMA) Algorithmus (Irizarry et al., 2003) unterzogen. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der
ImFit Funktion aus dem ,Linear Models for Microarray Data” (limma) Softwarepaket analysiert
(Smyth, 2004). Die eBayes Funktion der limma Software wurde verwendet, um p-Werte und die

gvalue Funktion um Storey q-Werte (Storey, 2003) zu errechnen.

3.4.4.8 Genotypisierung von Arabidopsis thaliana T-DNA Insertionslinien

Um den Genotyp potentieller T-DNA Insertionslinien zu Uberprifen, wurde je Generation die
genomische DNA von 8 Pflanzen isoliert (3.4.3.1) und das Vorhandensein der T-DNA Insertion mittels
PCR mit genspezifischen Primern, welche sich 5 und 3‘ auRerhalb der T-DNA Insertion anlagern,
sowie mit einem genspezifischen Primer, der sich je nach Insertionsrichtung der T-DNA 5‘ oder 3’

auBerhalb der Insertion anlagert, und dem T-DNA spezifischen Left Border (Lba) Primer Uberprift.

3.4.5 Herstellung der verwendeten Konstrukte

3.4.5.1 Expressionskonstrukte fiir Arabidopsis thaliana und Nicotiana benthamiana

p35S::GFP-LYM3 und p35S::GFP-LYM3AGPI

Fiir das p35S::GFP-LYM3 und das p35S::GFP-LYM3AGPI Konstrukt wurde der 35S Promoter mit Hilfe
der Primer 35S-f und 35S-r und dem Vektor pK7WGF2.0 (Karimi et al., 2002) als Matrize amplifiziert.
Ein 72 bp Fragment mit der Sequenz, welche fiir das vorhergesagte Signalpeptid von LYM3 codiert,
wurde mit den Primern Lym3-SP-f und Lym3-SP-r von der codierenden LYM3 Sequenz amplifiziert.
Die Sequenz von EGFP wurde mit den Primern EGFP-f und EGFP-r vom Vektor pK7WGF2.0
amplifiziert. AuRerdem wurde fiir das p35S::GFP-LYM3 Konstrukt mit den Primern Lym3core-f und
Lym3-r ein 1200 bp Fragment von der codierenden Sequenz von LYM3 amplifiziert. Flr das
p35S::GFP-LYM3AGPI Konstrukt wurde mit den Primern Lym3core-f und Lym3dGPI-r ein 1130 bp

Fragment amplifiziert. Diese vier Fragmente wurden mittels Fusions-PCR mit den Primern 35S-f und
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Lym3-r zusammengesetzt. Dies ergab ein 3017 bp bzw. 2947 bp Fragment mit der Insertion von EGFP
zwischen der Sequenz des vorhergesagten Signalpeptids von LYM3 und des LYM3- bzw. LYM3AGPI-
Moduls. Das p35S::GFP-LYM3- bzw. p35S::GFP-LYM3AGPI-Fragment wurde durch die TOPO-TA-
Clonase-Reaktion (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers in den Vektor pCR8
(Invitrogen) sub-kloniert. Mit der LR Clonase Reaktion (Invitrogen) wurde das Fragment in den
bindren Vektor pBGW (Karimi et al., 2002) kloniert.

pLYM3::LYM3

Fiir das pLYM3::LYM3 Konstrukt wurde ein 2520 bp Fragment mit den Primern Lym3comp-f und
Lym3comp-r von genomischer Arabidopsis (Col-0) DNA als Matrize amplifiziert. Dieses Fragment
wurde durch die TOPO-TA-Clonase-Reaktion (Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers
in den Vektor pCR8 (Invitrogen) sub-kloniert. Mit der LR Clonase Reaktion (Invitrogen) wurde das

Fragment in den bindren Vektor pBGW kloniert.

3.4.5.2 Expressionskonstrukte fiir Escherichia coli

Zur Herstellung der Expressionskonstrukte der Hisg-Fusionsproteine bzw. der GST-Fusionsproteine
wurden mit den entsprechenden Primern (siehe Tabelle 3.4) Fragmente von den jeweiligen
kodierenden Sequenzen amplifiziert, die dann anschlieBend durch die TOPO-TA-Clonase-Reaktion
(Invitrogen) entsprechend den Angaben des Herstellers in den Vektor pCR8 (Invitrogen) sub-kloniert
wurden. Zur Herstellung der Hisg-Fusionskonstrukte wurden die Fragmente dann mit der LR Clonase
Reaktion (/nvitrogen) in den E. coli BL21Al Expressionsvektor pDEST17 (Invitrogen) kloniert. Fir die

GST-Fusionskonstrukte diente pDEST15 (Invitrogen) als Zielvektor.

Tabelle 3.4. Primer zur Herstellung der E. coli Expressionskonstrukte.

Konstrukt 5‘ Primer 3‘ Primer
Hisg-LYM1 Lym1-dSP-f Lym1-dGPI-r
Hisg-LYM2 Lym2-dSP-f Lym2-dGPI-r
Hisg-LYM3 Lym3-dSP-f Lym3-dGPI-r
Hiss-CERK1 CERK1EX-f CERK1EX-r
GST-CERK1 CERK1EX-f CERK1EX-r

Fiir LYM3 wurde auch das LYM3mut Konstrukt mit Mutationen in beiden LysM-Domanen hergestellt.
Als Grundlage diente das LYM3 Hisg-Fusionskontrukt in pCR8 (s.0.). Von diesem wurden Fragmente
mit den Primerpaaren Lym3-dSP und 1120A-A121G-r, 1120A-A121G-f und N138A-r, Lym3-1f und
Lym3-1r, 1186A-A187G-f und N201A-r sowie Lym3-2f und Lym3dGPI-r amplifiziert. Diese 5 Fragmente
wurden mittels Fusions-PCR mit den Primern LYM3-dSP-f und LYM3-dGPI-r zusammengesetzt. Es

ergab sich ein 1130 bp Fragment, welches durch die TOPO- TA-Clonase-Reaktion (Invitrogen)
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entsprechend den Angaben des Herstellers in den Vektor pCR8 (/nvitrogen) sub-kloniert wurde. Zur
Herstellung des Hisg-Fusionskonstrukte wurde dieses LYM3mut Fragment dann mit der LR Clonase

Reaktion (Invitrogen) in den E. coli BL21Al Expressionsvektor pDEST17 (Invitrogen) kloniert.

3.4.5.3 Expressionskonstrukte fiir Saccharomyces cerevisiae

Zur Klonierung der Expressionskonstrukte flir Proteininteraktionsstudien mittels Yeast Two-Hybrid
System wurden fir LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1 die jeweiligen pCR8 Konstrukte (3.4.5.2)
verwendet. Von diesem Vektor wurden die Konstrukte mit der LR Clonase Reaktion (Invitrogen) in die
S. cerevisiae Expressionsvektoren pGADT7-GW und pGBKT7-GW (Clontech, modifiziert durch S.
Postel) kloniert.

Die Konstrukte fir LYK3, LYK4 und LYK5 wurden durch Restriktionsendonukleaseverdau kloniert.
Hierzu wurden zunachst Fragmente mit den in Tabelle 3.5 gezeigten Primern, mit deren Hilfe auch

die Restriktionsschnittstellen eingefiigt wurden, von der jeweiligen kodierenden Sequenz

amplifiziert.

Tabelle 3.5. Primer zur Herstellung der S. cerevisiae Expressionskonstrukte.

Konstrukt 5‘ Primer 3‘ Primer
LYK3 Lyk3EX-Ndel-f Lyk3EX-Xmal-r
LYK4 Lyk4EX-Ndel-f Lyk4EX-Xmal-r
LYK5 Lyk5EX-Ndel-f Lyk5EX-Xmal-r

Die Fragmente wurden dann sequenziell mit Restriktionsendonukleasen Ndel und Xmal (Fermentas)

verdaut und dann in die S. cerevisiae Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT7 (Clontech) kloniert.

3.4.6  Prdparation und Analyse von Proteinen

3.4.6.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinlésungen wurde nach Bradford (Bradford, 1976) mit Nanoquant-

Losung (Carl Roth) nach Angaben des Herstellers bestimmt.

3.4.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Nach dem Protokoll von Laemmli (Laemmli, 1970) wurde die SDS-PAGE nach den Anweisungen von
Sambrook (Sambrook, 1998) durchgefiihrt. Das Acrylamid-Bisacrylamid Gemisch (37,5: 1) wurde als
Rotiphorese Gel 30-Lésung (Carl Roth) bezogen. In Gelapparaturen der Firma Bio-Rad (Miinchen)

wurden 12 % Trenngele mit 5% Sammelgelen verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der
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Proteine erfolgte fiir 10 min bei 120 V und fir weitere 45 bis 60 min bei 200 V. Als GroRenstandard
wurde der Protein Molecular Weight Marker oder der Prestained Protein Ladder Marker (Fermentas)

verwendet.

3.4.6.3 Coomassie-Brillant-Blaufiarbung nach SDS-PAGE

Zur Detektion von Proteinen nach erfolgter SDS-PAGE (3.4.6.2) wurden die Gele mit Coomassie-
Brillant-L6sung (0,125 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 50 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v)
Essigsdure) 30 min unter Schitteln angefarbt. Zum Entfernen (iberschiissigen Farbstoffs wurde

mehrmals mit 5 % (v/v) Essigsaure gewaschen.

3.4.6.4 Silberfarbung nach SDS-PAGE

Zur Detektion von Proteinen nach erfolgter SDS-PAGE (3.4.6.2) wurden die Gele einer Silberfarbung
unterzogen. Das Gel wurde 1 h in Fixierlosung (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsdure, 0,02 %
(v/v) Formaldehyd) bei horizontalem Schiitteln (100 upm) und RT inkubiert. Danach wurde dreimal je
20 min mit 50 % (v/v) Ethanol gewaschen und fir 1 min in Sensibilisierungspuffer (0,2 mg/ml
Na,S,03X5H,0) inkubiert. Anschliefend wurde das Gel dreimal fir je 20 s mit Wasser gewaschen und
1 h in Impragnierpuffer (2 mg/ml AgNOs;, 0,03 % (v/v) Formaldehyd) inkubiert. Danach wurde
zweimal je 20 s mit Wasser gewaschen und etwa 10 min in Entwicklerlosung (60 mg/ml Na,COs,
0,02 % (v/v) Formaldehyd, 4 mg/ml Na,S,03) inkubiert. AnschlieBend wurde mit Wasser gewaschen

und die Entwicklung fiir 10 min gestoppt (50 % (v/v) Methanol, 12 % (v/v) Essigsaure).

3.4.6.5 Immunoblot

Zur Detektion von Proteinen mit spezifischen Antikérpern wurden diese nach Auftrennung durch
SDS-PAGE (3.4.6.2) mittels Elektro-Blot (Apparatur Bio-Rad) bei 250 mA fir 1 h auf eine Hybond
Nitrocellulosemembran (Amersham) transferiert. Der Transfer wurde durch Farben der Membran mit
Ponceau S Rot-Losung (0,1 % (w/v) Ponceau S Rot, 5% (v/v) Essigsaure) kontrolliert. AnschlieBend
wurden die unspezifischen Bindungsstellen der Membran mit 5% (w/v) Magermilchpulver in TBS
(20 mM Tris-Cl pH 7,6; 150 mM NacCl) fir mindestens 1 h bei RT geblockt. Der primare Antikorper
wurde in der jeweiligen Verdinnung in TBST (20 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,1 % (v/v)
Tween 20) auf die Membran aufgetragen und es wurde bei 4°C tber Nacht inkubiert. Der sekundare
Antikorper gekoppelt an alkalische Phosphatase wurde in TBST auf die Membran gegeben und es

wurde fir 2h bei RT inkubiert. Die Farbereaktion wurde mit BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-
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indolylphosphat) und NBT (Nitrobluetetrazoliumchlorid) (je 250 pug/ml in 150 mM Tris-HCI, pH 9,0;
5 mM MgCl,; 100 mM NaCl) durchgefiihrt.

3.4.6.6 Proteindeglykosylierungsstudien

Um Proteine aus A. thaliana und N. benthamiana auf ihren Glykosylierungsstatus hin zu untersuchen,
wurde der Gesamtproteinextrakt aus Blattern der GFP-Fusionsprotein exprimierenden Pflanzen (in
50 mM Tris/HCI pH 7,5, Complete Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 1 % (v/v) Nonidet P-40
(Applichem)) gewonnen. Der Extrakt wurde entsprechend des Protokolls fiir Deglykosylierung unter
denaturierenden Bedingungen mit dem Protein Deglycosylation Mix (NEB Biolabs) behandelt, zum
Vergleich mit einer unbehandelten Probe des Extraktes tber SDS-PAGE (3.4.6.2) aufgetrennt und
mittels Immunoblot mit GFP spezifischen Antikérpern analysiert (3.4.6.5). Eine Verringerung der
GroBe des behandelten Proteins im Vergleich zum unbehandelten Protein deutet auf

Glycosylierungen hin.

3.4.6.7 Bestimmung der MAP-Kinase-Aktivitat

Zwei Arabidopsis Blatter wurden nach Elicitierungsexperimenten (3.5.4) in flissigem Stickstoff
eingefroren und in 100 pl Extraktionspuffer (50 mM Tris/HCl pH 7,5, Complete Protease Inhibitor
Cocktail (Roche), PhosStop Phosphatase Inhibitor Cocktail (Roche)) homogenisiert. Unlosliche
Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 13 000 upm bei 4°C fir 20 min abgetrennt. Der
Proteingehalt des Uberstandes wurde bestimmt (3.4.6.1) und 10 — 20 pg Protein mittels SDS-PAGE
aufgetrennt (3.4.6.2). AnschlieBend wurden die posttranslational aktivierten A. thaliana MAP Kinasen
MPK3 und MPK6 durch Immunoblot mit Hilfe von anti-Phospho-p24/p44 MAP Kinase Antikérpern
(Cell Signaling Technology) entsprechend den Angaben des Herstellers als primare Antikorper

detektiert (3.4.6.5).

3.4.6.8 Glycokonjugatbindestudien

Glycokonjugatbindestudien wurden grundsatzlich wie anderswo (Biswas et al., 2006) beschrieben
durchgefiihrt. 1 pg Ni**-NTA aufgereinigtes Hiss-Fusionsprotein (3.4.7) wurde mit der entsprechend
angegebenen Menge an unldslichem Kohlenhydrat oder Glycokonjugat in 250 pl 100 mM
Phosphatpuffer (pH 7,0) gemischt und fiir die angegebene Zeit bei 4°C inkubiert. Das unlosliche
Glycokonjugat-Pellet wurde nach Zentrifugation bei 13 000 g bei 4°C fiir 10 min nach zweimaligem

Waschen mit 100 mM Phosphatpuffer (pH 7,0) in SDS-Ladepuffer aufgenommen und nach

42



Methoden

Auftrennung mittels SDS-Gelelektrophorese und Immunoblot mit Hisg spezifischen Antikérpern
analysiert (3.4.6.5). Fir Assoziationsstudien wurde 1 ug des aufgereinigten Fusionsproteins mit 50 ug
PGN fir die angebenden Zeiten bei 4°C inkubiert. Das PGN-Pellet wurde wie oben beschrieben
analysiert. Um die Dissoziation zu untersuchen, wurde 1 pg des aufgereinigten Fusionsproteins mit
50 pg PGN fiir 10 min bei 4°C inkubiert. Das PGN wurde anschliefend gewaschen und in 2 ml 100
mM Phosphatpuffer (pH 7,0) aufgenommen. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurde das PGN
abgetrennt und, wie oben beschrieben, analysiert. Fir Kompetitionsstudien wurde 1 pg des
aufgereinigtes Fusionsproteins mit 50 pg unléslichem PGN zusammen mit den angegeben
Konzentrationen an I6slichem Chitohexamer (Seikagaku Corporation) oder Nod-Faktor (LCO-IV(S,
C16:2) aus Sinorhizobium meliloti, zur Verfliigung gestellt von Jean-Jacques Bono (Ohsten Rasmussen
et al.,, 2004) bei 4°C fir 10 min inkubiert. Die PGN Pellets wurden auf das Vorhandensein des
Fusionsproteins untersucht. Zum Vergleich wurden diese Studien auch ohne I6sliche Glycokonjugate
durchgefihrt. Desweiteren wurden Kompetitionsstudien mit 100 pg l6slichem PGN (aus E. coli,
Invivogen) in Gegenwart von verschiedenen Mengen unléslichem PGN und 1 pg aufgereinigtem
Fusionsprotein durchgefiihrt. Entsprechende Studien wurden zum Vergleich auch ohne I6sliches PGN

durchgefihrt.

3.4.7 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine in Escherichia coli

Fusionsproteine wurden in E. coli BL21Al Zellen (Invitrogen) exprimiert. Aus einer Ubernachtkultur
(3.2.1) wurde eine Kultur bis zu einer optischen Dichte von 0,1 bei 600 nm inokuliert. Die Zellen
wurden fir 2 h bei 37°C und 180 upm angezogen. Nach der Induktion mit einer Endkonzentration
von 0,2 % (w/v) L-Arabinose wurden die Zellen fiir 2 h bei 28°C und 180 upm inkubiert.

Fur die Aufreinigung von GST- Fusionsproteinen wurden die Zellen in Lysepuffer (TBST, 1 mg/ml
Lysozym, 10 pg/ml DNasel, 10 ug/ml RNaseA, 10 mM MgCl,, 2 mM PMSF, Complete Protein Inhibitor
Cocktail™ (Roche)) resuspendiert und fir 20 min auf Eis inkubiert. Dieses Lysat wurde 3
Sonifikationszyklen (75 %, 10 sec, Bandelin UW 2070) unterzogen und 20 min mit 14 000 upm bei 4°C
zentrifugiert. Die weitere Aufreinigung erfolgte aus dem lI6slichen Uberstand mit Glutathion
Sepharose 4B (Amersham) entsprechend den Angaben des Herstellers.

Der Aufschluss und die Aufreinigung von Hise-Fusionsproteinen mit Ni**-NTA (Qiagen) erfolgte

entsprechend den Angaben des Herstellers.
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3.4.8 Analyse von Proteininteraktionen

3.4.8.1 Yeast Two-Hybrid System

Mit den nach 3.4.2.3 transformierten S. cerevisiae wurden SC-Leu-Trp-Kulturen angeimpft. Fir jede
verwendete Kombination wurden drei Kulturen angesetzt und iber Nacht angezogen (3.2.3). Die drei
Kulturen jedes Konstrukte wurden vereinigt und die Zelldichten angeglichen. Die Kulturen wurden
unverdinnt und in den Verdinnungen 1:10, 1:100 und 1:1000 zu je 5 ul auf Platten mit SC-Ade-Leu-
Trp Medium und Platten mit SC-Leu-Trp aufgetropft. Das Wachstum wurde nach 2 Tagen bei 30°C

kontrolliert.

3.4.8.2 Far Western

Lysate von E. coli BL21Al Zellen, welche die entsprechenden Hisg-Fusionsproteine exprimierten
(3.4.7), wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt (3.4.6.2). AnschlieBend wurden die Proteine mittels

Elektro-Blot auf eine Hybond™

ECL Nitrocellulosemembran (Amersham) lbertragen. Die Membran
wurde bei RT 2 h in Blockpuffer | (0,05 % (v/v) Tween 20 in TBS) und anschlieBend 2 h in Blockpuffer
I1 (1 % (w/v) BSA (Fraktion V) in TBS) bei 100 upm inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran 5 min
mit TBS gewaschen und in Sondenpuffer (3 % (w/v) BSA (Fraktion V), TBS) 10 min dquilibriert.

Als Sonde wurde aufgereinigtes GST-Fusionsprotein (3.4.7) in 3 ml Sondenpuffer geldst. Die
Membran wurde mit dieser Losung liberschichtet, luftdicht abgedeckt und 2 h bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurde die Membran 4-mal mit TBS fir je 10 min gewaschen und 1 h bei
Raumtemperatur in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBST inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit
TBST wurde die Detektion mit anti-GST-Peroxidasekonjugat Antikérpern (Amersham) in 5% (w/v)
Magermilch in TBST durchgefiihrt und mit ECL Lésung (Amersham) entsprechend den Angaben des

Herstellers durchgefiihrt und durch Autoradiographie analysiert.

3.5 Biologische Studien

3.5.1 Infektion von Arabidopsis Pflanzen mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000

4 bis 5 Wochen alte A. thaliana Pflanzen, welche auf Erde unter Kurztagbedingungen angezogen
wurden, wurden mit Bakterien einer Dichte von 10* mI™ in 10 mM MgCl, infiltriert. Proben wurden zu
den angegebenen Zeitpunkten genommen. Hierzu wurden aus insgesamt sechs Blattern pro Linie je 2

Blattscheiben eines Durchmessers von 0,5 cm in 200 pul 10 mM MgCl, homogenisiert. Jeweils 10 ul
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des Homogenats wurden in verschiedenen Verdiinnungen auf LB-Platten mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert, 1 bis 2 Tage bei 28°C inkubiert und die koloniebildenden Einheiten (cfu)

ausgezahlt.

3.5.2 Infektion von Arabidopsis thaliana Pflanzen mit Alternaria brassicicola

Es wurden wissrige Suspensionen mit 5¥10° Sporen ml™ hergestellt. Von dieser Suspension wurden
je 6 Tropfen zu je 5 ul auf Blatter 5 bis 6 Wochen alter Arabidopsis Pflanzen aufgetragen. Die Pflanzen
wurden fir den Verlauf der Infektion unter einem geschlossenen Gewachshausdeckel bei 100 %
Luftfeuchtigkeit belassen. An den entsprechenden Tagen wurden die Blatter anhand der

Infektionssymptome bonitiert (Kemmerling et al., 2007).

3.5.3 Behandlung von Arabidopsis thaliana Keimlingen mit Elicitoren

A. thaliana Samen wurden 8 Tage auf % MS-Medium angezogen (3.1.1). AnschlieBend wurden die
Keimlinge in 48 Well Mikrotiterplatten mit % MS-Medium mit 1 % (w/v) Saccharose Uberfihrt und
Uber Nacht bei RT und 180 upm &quilibriert. Daraufhin wurden die entsprechenden Elicitoren in den
angegebenen Konzentrationen zu den Keimlingen gegeben (Miya et al., 2007). Die Keimlinge wurden
nach der angegebenen Zeit aus dem % MS-Medium entfernt, auf Papier abgetropft und in flissigem

Stickstoff eingefroren.

3.5.4 Infiltration von Elicitoren in Arabidopsis thaliana Blatter

Blatter von 4 bis 5 Wochen alten A. thaliana Pflanzen wurden mit einer kanilenlosen 1 ml-Spritze
von der Blattunterseite her mit den jeweils angegebenen Elicitoren in den angegebenen
Konzentrationen infiltriert. Nach den angegebenen Inkubationszeiten unter Kurztagbedingungen

wurden die infiltrierten Blatter geerntet und in fliissigem Stickstoff eingefroren.

3.5.5 Histochemische Detektion von [-Glucuronidase in pPR1:GUS transgenen

Arabidopsis thaliana Pflanzen

Zur histochemischen Detektion der GUS-Aktivitat in pPR1:GUS transgenen Arabidopsis Pflanzen
(Shapiro und C. Zhang, 2001) wurden Blatter nach entsprechender Elicitierung in ReaktionsgefdfRen
mit je 1 ml X-Gluc Puffer (50 mM NasPQO,4 pH 7,0, 0,5 mM Kaliumhexacyanidoferrat (ll) K4[Fe(CN)g], 0,5
mM Kaliumhexacyanidoferrat (lll) K3[Fe(CN)g], 10 mM EDTA, pH 8,0, 0,1 % (v/v) Triton X-100, 0,5 5-
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Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsdure (X-Gluc, Carl Roth, Karlsruhe)) lberschichtet und nach
Vakuuminfiltration Gber Nacht bei 37°C inkubiert. Das Chlorophyll wurde anschlieBend durch

mehrere Waschschritte mit 70 % (v/v) Ethanol entfernt.

3.5.6  Hydrolysestudien bakterieller Zellwdande

Zur Untersuchung der Hydrolyseaktivitit rekombinanter Proteine gegeniliber bakteriellen
Zellwandpraparationen, wurden Tribungsstudien, wie beschrieben, durchgefiihrt (Park, 2002). Dazu
wurden 20 pg Hisg-Fusionsprotein, welches bis auf die Lysozymbehandlung, wie in 3.4.7 beschrieben,
exprimiert und mittels Ni*-NTA aufgereinigt wurde, in einer Suspension aus 0,02 % (w/v)
Micrococcus luteus (Sigma-Adlrich, in 20 mM NaAc, pH 5,2) fir die angegebene Dauer bei 37°C und
180 upm inkubiert. Es wurde die Abnahme der optischen Dichte der Suspension bei 570 nm
gemessen. Als Kontrollen diente, anstatt des rekombinanten Proteins, Lysat von nicht-induzierten E.

coli BL21Al Zellen oder 0,5 pg Lysozym (aus Hilhnereiweil3, Carl Roth).

3.5.7 Mikroskopie

3.5.7.1 Fluoreszenzmikroskopie

Es wurde ein Fluoreszenzmikroskopie Nikon Eclipse 80i verwendet. Die Anregung von GFP erfolgte

bei 465 — 495 nm, die Detektion bei 500 nm.

3.5.7.2 Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Es wurde ein Mikroskop Leica Microsystems GmbH (Wetzlar) Typ TCS SP2 DM-RE7 (SDK) mit der

Software LCS Lite Version 2.61 verwendet.
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4 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden A. thaliana Proteine mit Lysin-Motiven (LysM) auf eine mogliche Rolle in der
Perzeption von Peptidoglycan (PGN) untersucht. Insbesondere wurde ihre Fahigkeit PGN zu binden
sowie eine Beteiligung an PGN-Erkennungsprozessen und der damit einhergehenden Integration
eines Signals gepriift. LysM-Proteine wurden auch auf eine Beteiligung an der Immunitat gegeniber
Pilz- und Bakterieninfektionen hin untersucht. In Proteininteraktionsstudien wurden erste

Vorstellungen tiber einen PGN-Rezeptorkomplex aus LysM-Proteinen in A. thaliana gewonnen.

4.1 Aufreinigung und Reinheitskontrolle von Peptidoglycan

Bisher wurden PGNs aus Staphylococcus aureus (Sa), Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc)
und Agrobacterium tumefaciens als MAMPs in A. thaliana beschrieben (Gust et al., 2007; Erbs et al.,
2008). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden auch PGNs aus weiteren Organismen, z.B. aus
dem A. thaliana Pathogen Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, auf ihre immunogenen
Eigenschaften in A. thaliana untersucht.

PGN dient als essentieller Bestandteil der bakteriellen Zellhille der zelluldren Stabilitdt und fungiert
als Matrix, mit der weitere Bestandteile der Zellwand assoziiert sind. PGN Gram-positiven Ursprungs
kann kovalent mit Teichonsduren und Proteinen verkniipft sein. PGN Gram-negativen Ursprungs ist
oft mit LPS oder Lipoproteinen verunreinigt (Silhavy et al., 2010). Aulerdem kénnen unabhéangig des
Ursprungs unspezifische Verunreinigungen durch weitere bakterielle Proteine, DNA, RNA oder
Kohlenhydratkonjugate vorliegen. Die immunogenen Eigenschaften von PGN wurden vor dem
Hintergrund dieser moglichen Kontaminationen sehr kritisch diskutiert (Travassos et al., 2004;
Zahringer et al., 2008). Um die immunogenen Eigenschaften des PGN per se untersuchen zu kdnnen,
ist es unerladsslich, das PGN von diesen Verunreinigungen zu befreien.

Die Aufreinigung von PGN beruht auf der Unléslichkeit dieses komplexen, stark vernetzten
Makromolekiils. Die Bakterienzellen wurden in kochendem SDS resuspendiert, um die Zellen
aufzuschliefen und um nichtkovalente Assoziationen, z.B. mit LPS, Lipoteichonsduren, Lipoproteinen
oder weiteren Proteinen zu beseitigen. DNA, RNA und komplexe Kohlenhydrate und kovalent
assoziierte Proteine wurden enzymatisch entfernt und ausgewaschen. Im Fall Gram-positiven PGNs
wurden Wandteichonsduren durch Flusssdure beseitigt. Bei Gram-negativem PGN wurden LPS-
Rickstande durch LiCl- und Acetonbehandlungen entfernt (Bera et al., 2005; de Jonge et al., 1992).
Fiir diese Arbeit stand PGN aus Sa (Friedrich Go6tz, Universitdt Tlbingen), Bacillus subtilis (Bs,
Invivogen), Escherichia coli (Ec, Invivogen) und Xcc (Marie-Anne Newman, Universitdt Kopenhagen)

zur Verfiugung. Es wurde auch PGN des Gram-negativen A. thaliana Modellpathogens Pseudomonas
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syringae pv. tomato DC3000 (Pto DC3000) isoliert. Bevor diese PGNs auf ihre immunogenen
Eigenschaften in A. thaliana untersucht wurden, wurde ihre Reinheit geprift. Dazu wurden je 100 ug
PGN in SDS Laufpuffer gekocht und der Uberstand durch SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteine wurden
durch Silberfarbung analysiert.

Es zeigte sich, dass initiale Aufreinigungen von PGN aus Pto oder aus S. aureus (Sa) oft mit Proteinen
verunreinigt waren (Abbildung 4.1, A und B jeweils Spur 1). Dies machte weitere
Proteasebehandlungen und weiteres Auswaschen in Gegenwart von SDS notig. Durch dieses
Vorgehen konnten diese Verunreinigungen beseitigt werden (Abbildung 4.1, A und B jeweils Spur 2).
Das gereinigte PGN aus Xcc zeigte keine detektierbaren Kontaminationen aus Proteinen (Abbildung
4.1 C). Die kommerziell erhéltlichen PGNs aus Ec und Bs enthielten hingegen im Fall von Ec
betrachtliche Verunreinigungen (Abbildung 4.1 D). In den PGNs konnten nach den zusazlichen

Aufreinigungsschritten keine Verunreinigungen durch DNA oder RNA mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.1. Reinheitskontrolle verschiedener Peptidoglycane.

(A-D) Je 100 pg PGN wurde in SDS-Laufpuffer gekocht und der Uberstand durch SDS-PAGE aufgetrennt.
Proteine wurden durch Silberfarbung detektiert. Kontrolle von selbst aufgereinigtem PGN aus Pto (A) und S.
aureus (Sa, B) nach der initialen Aufreinigung (jeweils Spur 1) und nach weiteren Proteaseverdau- und SDS-
Waschschritten (jeweils Spur 2). Kontrolle von aufgereinigtem PGN aus X. campestris pv. campestris (Xcc, C,
erhalten von Marie-Anne Newman). Kontrolle kommerziell erhaltlicher PGNs (D) aus E. coli (Ec) und B. subtilis
(Bs, beide Invivogen).
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4.2 Peptidoglycane induzieren Anderungen im Transkriptom in Arabidopsis thaliana

Als typisches MAMP induziert PGN verschiedene Immunantworten in A. thaliana. Eine wichtige
Antwort nach der Perzeption von PGN ist die massive Umstrukturierung des A. thaliana
Transkriptoms. Dies konnte fiir die Behandlung mit PGN aus Sa bereits durch Microarrayanalysen
gezeigt werden (Gust et al., 2007). Mit PGN aus Xcc und A. tumefaciens konnte die
Transkriptakkumulation ausgewahlter Abwehrgene gezeigt werden (Erbs et al., 2008).

In einem ersten Schritt wurden PGNs aus Xcc, Pto, Sa und Bs auf ihre Fahigkeit hin untersucht, in A.
thaliana die Expression des typischen Abwehrgens FRK1 (flg22-induced receptor-like kinase 1 (Asai et
al., 2002)) zu induzieren. Dazu wurden Wildtypkeimlinge (Col-0) mit je 100 pug/ml PGN behandelt.
Nach 6 h wurde die Transkriptakkumulation von FRK1 im Vergleich zu mit Wasser behandelten
Keimlingen mit Hilfe von qRT-PCR mit spezifischen Primern bestimmt. Alle getesteten PGNs zeigten
dabei eine Steigerung der FRK1-Genexpression im Vergleich zu den Wasserkontrollen.

Weitere Gene, deren Expression typischerweise durch MAMPs induziert wird, sind Gene, die fir
pathogenesis related (PR) Proteine kodieren (Laird et al., 2004; Uknes et al., 1992). Hier wurde
untersucht, ob PGN aus Sa, Ec, und Pto die Expression von PR1 (pathogenesis-related gene 1)
induzieren konnen. 100 pg/ml PGN wurde in Blatter PR1::GUS transgener A. thaliana Pflanzen
infiltriert (Shapiro und Zhang 2001). Als Kontrollen wurden auch Wasser und 1 uM flg22 und 100
pg/ml Chitin infiltriert. Die durch ein histochemisches Verfahren ermittelte enzymatische GUS-
Aktivitat in behandelten A. thaliana Blattern diente als Indikator fiir die Aktivierung des PRI1-
Promotors. Die getesteten PGNs zeigten eine Aktivierung des PRI-Promoters, die mit der durch

Chitin ausgelosten vergleichbar war (Abbildung 4.2 B).
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Abbildung 4.2. PGNs verschiedenen Ursprungs induzieren die Expression der Abwehrgene FRK1 und PR1 in
A. thaliana.

(A) FRK1 Genexpression wurde in 8 Tage alten A. thaliana Keimlingen 6 h nach Behandlung mit 100 pug/ml PGN
aus Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc), Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto),
Staphyoloccous aureus (Sa) und Bacillus subtilis (Bs) mit RT-gPCR mit spezifschen Primern untersucht. Dabei
diente EF1a Transkript zur Normalisierung. Die entsprechenden Wasserkontrollen wurden auf 1 gesetzt. Die
Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhdngigen Parallelen mit 10 bis 15
Keimlingen. (B) Blatter 5 Wochen alter PR1::GUS transgener A. thliana Pflanzen wurden mit Wasser, 1 uM
flg22, 100 pg/ml Chitin oder 100 pug/ml PGN aus Staphyoloccus aureus (Sa), Escherichia coli (Ec), Pseudomonas
sysingae pv. tomato DC3000 (Pto) infiltirert und nach 24 h auf GUS-Aktivitat untersucht.
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A. thaliana erkennt also sowohl PGN des Lys-Typs (hier reprasentiert durch Sa) als auch des DAP-Typs
(hier Xcc, Pst, Ec und Bs). Diese PGN-Typen unterscheiden sich besonders in ihren Peptidanteilen
(siehe auch 1.4.3). Es wurde bereits gezeigt, dass PGN aus Sa einen bedeutenden Teil seiner
immunogenen Eigenschaften verliert, wenn Bindungen seines Glycanriickgrats mit Enzymen wie
Mutanolysin hydrolysiert wurden. Im Gegensatz hierzu behielt es seine Aktivitdt, wenn es mit
Enzymen, welche Bindungen des Peptidanteils hydrolysieren, behandelt wurde (Gust et al., 2007 und
1.5). Die Erkennung von PGN und damit seine immunogenen Eigenschaften hdngen also vom
Glycanriickgrat des PGN ab.

In spateren Experimenten wurde besonders das hochaufgereinigte PGN aus Xcc verwendet (siehe
auch 4.1). Um zu prifen, ob PGN aus Xcc neben der Expression ausgewahlter Markergene auch eine
komplexe Umprogrammierung des A. thaliana Transkriptoms induzieren kann, wurden
Microarrayanalysen nach Behandlung von WT (Col-0) Pflanzen mit Xcc PGN durchgefiihrt. Die Daten
wurden normalisiert und mit Hilfe von parallel ausgefiihrten Wasserbehandlungen der Einfluss der
PGN-Behandlung auf das Transkriptom bestimmt. Dabei zeigte sich, dass im Vergleich zur
Wasserkontrolle 750 Gene in PGN behandelten Pflanzen differentiell exprimiert wurden (Storeys q <
0,1). Die Expression von 411 dieser Gene war erhoht, die Expression von 339 dieser Gene war
reprimiert.

Um die Auswirkungen dieser Transkriptomveranderungen zu verstehen, wurden die
Genontologietermini fir ,biologische Prozesse” der induzierten Gene untersucht. Dazu wurde die
Frequenz der beobachteten Genannotationen mit Hilfe der Plattform Virtualplant 1.0 und dem
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Programm Biomaps im vorliegenden Microarrayexperiment mit der Frequenz dieser Termini im A.

thaliana Genom verglichen (Shasha et al., 2005).
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Abbildung 4.3. Behandlung mit Xcc PGN I6st eine stressassoziierte Transkriptomreaktion in A. thaliana aus,
die sich mit der durch andere MAMPs ausgel6sten Reaktion iiberschneidet.

(A) Analyse der Genontologietermini. Das Transkriptom von A. thaliana Pflanzen 6 h nach Behandlung mit 100
pug/ml Xcc PGN wurde durch eine Microarrayanalyse relativ zu Kontrollbehandlungen mit Wasser untersucht.
Die Expression von 411 Genen wurde durch die PGN-Behandlung induziert (Storeys q < 0,1). Die Frequenz des
Auftretens von Genontologietermini fiir die Funktion ,Biologische Prozesse” dieser Gene (beobachtet nach
PGN: durchgezogene Linie) wurde mit der Plattform Virtual Plant 1.0 und dem Programm Biomaps mit der
Frequenz dieser Genontologietermini im A. thalina Genom (TAIR10, The Arabidopsis Information Resource)
verglichen (erwartet: gestrichelte Linie). Dabei war p < 0,01. (B) Vergleich der PGN Xcc Behandlung mit flg22
und LPS Behandlungen von A. thaliana. Die in ihrer Expression induzierten Gene des vorliegenden
Microarrayexperiments wurden mit induzierten Genen aus o6ffentlich verfligbaren Microarraydatenbanken
(AtGenExpress, TAIR) fir Behandlungen mit flg22 und LPS verglichen. Um vergleichbare Grundlagen zu
verwenden, wurden nur Gene, deren Expression mehr als zweifach induziert war, einbezogen. Dies ergab fir
PGN Xcc 314, fiur flg22 768 und fiir LPS 192 Gene. Die Genpopulationen wurden verglichen und mit Hilfe von
GeneVenn ein Venn Diagramm erstellt.

Die Behandlung mit Xcc PGN fiihrte zu einer Uberreprisentation von stressassoziierten Termini, wie
z.B. ,Antwort auf biotischen Stimulus” oder , Antwort auf Bakterium” im Vergleich zum Auftreten
dieser Termini im A. thaliana Genom (Abbildung 4.3 A, beobachtet nach PGN im Vergleich zu
erwartet). Zudem fiel auf, dass Termini, die mit dem Stoffwechsel aromatischer Aminosauren,
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insbesondere Tryptophan, verkniipft sind, im vorliegenden Experiment (iberreprdsentiert waren. Dies
konnte auf die Expression von Genen der Camalexinbiosynthese, deren Ausgangspunkt Tryptophan
ist, hindeuten (Hansen und Halkier 2005). Camalexin wirkt antimikrobiell und ist ein wichtiger
Bestandteil der pflanzlichen Immunitat (Kuc, 1995). Nach Behandlung von A. thaliana mit PGN aus S.
aureus konnte bereits eine Induktion der Camalexinbiosynthese gezeigt werden (Gust et al., 2007).
Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine dhnliche Eigenschaft des Xcc PGNs hin. Die tatsachliche
Produktion von Camalexin nach Behandlung mit Xcc PGN muss noch gezeigt werden.

Dariber hinaus wurde die Expression von Genen der Signalperzeption induziert. Darunter befanden
sich Gene, die z.B. fir Rezeptor-dhnliche Kinasen, LRR-Kinasen kodieren oder fiir Proteine der
transkriptionellen Regulation, wie z.B. Transkriptionsfaktoren (insbesondere der WRKY-Familie),
codieren. Die Transkription typischer Abwehrgene, die beispielsweise fir Chitinasen oder
Proteaseinhibitoren codieren, wurde auch erhoht. Einige der Gene, deren Expression induziert
wurde, sind in Tabelle 4.1 gezeigt.

Die durch Xcc PGN ausgeloste Transkriptomantwort in A. thaliana wurde mit Antworten, welche
durch andere MAMPs ausgeldst wurden, verglichen. Daflir wurden Expressionsdaten der 6ffentlichen
Microarraydatenbanken (AtGenExpress, TAIR) fiir Behandlungen mit flg22, dem aktiven Peptid aus
Flagellin, und LPS verwendet. Um die Vergleichbarkeit der Daten zu erhéhen, wurden sowohl fiir das
hier vorliegende Microarrayexperiment als auch fiir die beiden externen Experimente nur Gene
verwendet, deren Expression mindestens zweifach induziert war. Dies ergab fiir die Behandlung mit
PGN aus Xcc 314, mit flg22 768 und mit LPS 192 Gene. Die induzierten Genpopulationen der drei
Behandlungen wurden verglichen und mit Hilfe von GeneVenn (Pirooznia et al., 2007) ein Venn-
Diagramm erstellt (Abbildung 4.3 B). Dabei wird deutlich, dass bei der Behandlung von A. thaliana
mit PGN Xcc 219 Gene induziert wurden, die auch durch flg22 induziert wurden. Darlber hinaus
wurden 106 Gene induziert, die auch durch LPS induziert wurden. 101 Gene wurden von allen drei
MAMPs induziert. Dies sind besonders Gene mit Genontologietermini, die mit Stress und biotischen
Stimuli assoziiert sind.

Der Vergleich mit Behandlungen durch andere MAMPs macht deutlich, dass PGN Xcc eine typische
MAMP-vermittelte Transkriptomreaktion in A. thaliana hervorruft. Obwohl bestimmte
stressassoziierte Gene durch die drei MAMPs Xcc PGN, flg22 und LPS induziert werden, besitzt doch

jedes MAMP dariiber hinaus eine eigene, stimulusspezifische Transkriptomsignatur in A. thaliana.
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Tabelle 4.1. Ausgewdhlte Gene, deren Expression in A. thaliana durch PGN Xcc induziert wurde.

Gen (AGI) Beschreibung Bezeichnung/Genname fache Induktion p-Wert
AT3G46280 Proteinkinase 10,2 0,015
AT2G19190 FRK1 7,3 0,003
AT1G51800 5,2 0,010
AT1G51820 4,2 0,056
AT1G51860 3,4 0,040
AT1G51790 2,7 0,023
AT2G35620 LRR-Kinasen 2,7 0,085
AT1G51850 2,6 0,046
AT5G25930 2,5 0,025
AT1G51890 4,7 0,008
AT1G74360 3,0 0,006
AT5G48540 3,9 0,002
AT4G18250 3,8 0,002
AT3G22060 31 0,016
AT4G23190 CRK11 3,6 0,027
AT4G23210 CRK13 2,1 0,015
AT4G21410 RLKs CRK29 2,6 0,053
AT4G04510 CRK38 2,5 0,013
AT4G23150 CRK7 2,6 0,001
AT5G01550 Lectin 3,2 0,001
AT5G01540 Lectin 2,9 0,025
AT3G16530 Lectin 2,1 0,008
AT1G10585 Basic Loop Helix 2,7 0,011
AT1G18570 MYB51 2,4 0,026
AT2G25000 WKRY60 2,7 0,000
AT2G23320 WRK15 2,3 0,026
AT4G31800 WRKY18 2,9 0,005
AT4G01250 WRKY22 2,5 0,169
AT5G24110 Transkriptionsfaktoren WRKY30 4,1 0,001
AT1G80840 WRKY40 4,8 0,017
AT4G01720 WRKY47 3,0 0,004
AT4G23810 WRKY53 3,7 0,003
AT2G40740 WRKY55 2,5 0,002
AT1G62300 WRKY6 2,7 0,018
AT5G15130 WRKY72 2,1 0,047
AT3G18770 Autophagie 2,2 0,071
AT2G39200 MLO12 4,2 0,022
AT1G61560 MLO6 2,2 0,007
AT2G37040 - PAL1 2,6 0,001

Verteidigung
AT2G14610 PR1 3,5 0,031
AT5G44910 TIR Klasse 2,9 0,078
AT1G57630 TIR Klasse 2,7 0,014
AT2G20142 TIR Klasse 2,2 0,057
AT4G01700 3,8 0,000
AT2G43570 - 3,3 0,002

Chitinasen

AT2G43620 2,2 0,039
AT1G02360 2,2 0,004
AT2G30750 CYP71A12 3,2 0,001
AT2G30770 CYP71A13 2,8 0,001
AT4G37370 CYP81D8 2,1 0,115

Cytochrome
AT5G57220 CYP81F2 5,4 0,006
AT2G27690 CYP94C1 2,1 0,051
AT3G26830 PAD3 4,0 0,001
AT1G17860 2,7 0,017
AT2G43510 2,6 0,001
AT4G22470 Proteaseinhibitoren 2,5 0,018
AT2G38870 2,3 0,021
AT1G72060 2,2 0,011
AT3G52450 U-box 3,2 0,067
AT2G35930 . U-box 2,5 0,084

Proteinabbau
AT2G42360 U-box 2,1 0,020
AT5G53110 U-box 4,2 0,003
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4.3 Die Expression von LYM3 wird durch virulente, phytopathogene Bakterien

reprimiert

Die Infektion von A. thaliana mit pathogenen Bakterien hat eine Modulation des Transkriptoms zur
Folge (Glazebrook et al., 2003; Tao et al., 2003; De Vos et al., 2005). Zum einen ist dies Teil einer
durch PTI und ETI induzierten Antwort des pflanzlichen Immunsystems, in der das Transkriptom
verandert wird, um die Expression von Genen, deren Genprodukte flr die Immunantwort benotigt
werden, zu induzieren. Zum anderen sind phytopathogene Bakterien wie Pto DC3000 in der Lage,
durch Effektor-vermittelte Suszeptibilitit das Transkriptom des Wirts zu beeinflussen, um
Komponenten der pflanzlichen Immunitat zu inaktivieren (Grant et al., 2006; Jones und Dangl, 2006).
Der Einfluss bakterieller Infektion auf die relative Expression von LYM1, LYM2, LYM3, CERK1 und zum
Vergleich von FLS2, dem fiir den Flagellinrezeptor kodierenden Gen, wurde mit Hilfe der 6ffentlich
zuganglichen Transkriptomdatenbanken (Microarraydaten des AtGenExpress Projektes) untersucht.
Transkriptmengen in A. thaliana wurden 2 und 24 h nach Infektion mit dem virulenten Bakterium Pto
DC3000 und dem Typ-lll-Sekretionssystem defizienten, nichtpathogenen Pto DC3000 hrcC in
Relation zu Transkriptmengen nach Kontrollbehandlungen untersucht. Nach 2 h wurde durch die
Infektion mit beiden Pto-Stammen die Transkription von LYM1 und LYM3 schwach reprimiert, die
Transkription von CERK1 wurde induziert (Abbildung 4.4 A und B). 24 h nach der Infektion mit dem
virulenten Pto DC3000 wurde die relative Transkriptakkumulation von allen drei LYM-Protein
codierenden Genen supprimiert (Abbildung 4.4 A). Besonders drastisch war die Suppression der
relativen LYM3 Expression, die nur 3 % der Transkriptmenge der Kontrollbehandlung erreichte. Eine
vergleichbare Suppression konnte bei der Expression von FLS2, dem fiir den Flagellinrezeptor
Flagellin Sensitive 2 kodierenden Gen beobachtet werden (Abbildung 4.4 A). Die Infektion mit Pto
DC3000 hrcC hingegen zeigte nicht diesen drastisch reprimierenden Effekt auf die relative
Transkriptmenge dieser Gene. Die relative Transkriptmenge von LYM2 und CERK1 wurde sogar
erhoht.

Pto DC3000 ist in der Lage, mit Hilfe seines Typ-Ill-Sekretionssystems Effektoren in das Cytosol seiner
pflanzlichen Wirtszellen zu transportieren. Einige dieser Effektoren unterdriicken die MAMP
vermittelte Immunitat der Pflanze (Grant et al., 2006; Jones und Dangl, 2006). Diese Unterdriickung
kann auch durch die Repression der Expression von PRRs, wie bei FLS2, geschehen (Abbildung 4.4 A).
Die unterdriickte Expression von PRRs bedeutet eine schlechtere Erkennung der MAMP-Signatur des
angreifenden Pathogens durch A. thaliana. Pto DC3000 hrcC hingegen ist nicht in der Lage ein
funktionelles Typ-llI-Sekretionssystem zu etablieren und kann so keine Effektoren in das Wirtscytosol

transportieren (Deng et al., 1998).
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Die Beobachtung, dass die Expression von LYM1, 2 und insbesondere LYM3 durch die Infektion mit
Pto DC3000 hrcC nicht reprimiert wird, deutet darauf hin, dass die Repression durch Pto DC3000

vermutlich durch Effektoren vermittelt wird.
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Abbildung 4.4. Die Expression von LYM1, LYM2, LYM3, CERK1 und FLS2 in Arabidopsis Wildtyppflanzen
nach Bakterieninfektion.

Microarraydaten der AtGenExpress Initiative wurden mit Hilfe des Digital-Northern Programms auf die
Transkriptakkumulationen der Gene LYM1, LYM2 und LYM3 sowie CERK1 und FLS2 2 und 24 h nach der
Bakterieninfiltration untersucht. Die Akkumulationen sind relativ zu Kontrollinfiltrationen mit 10 mM MgCl,
dargestellt. A. thaliana Wildtyppflanzen wurden mit 10° cfu/ml Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (A)
oder mit Wildtyppflanzen wurden mit 10° cfu/ml Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 hrcC’ (B) infiltriert.

2 h nach der Infektion dhneln sich die Expressionsprofile der untersuchten Gene (Abbildung 4.4 A
und B). Zu diesem frithen Zeitpunkt ist Pto DC3000 noch nicht in der Lage, das Sekretionssystem zu
etablieren und Effektoren und das Cytosol der Wirtszelle zu translozieren (Tang et al., 2006), so dass
hier nur schnell einsetzende Effekte zu Geltung kommen konnen, wie z.B. die Modulation des
Transkriptoms durch MAMP-Perzeption und PTI.

Die Expression von LYM3 wird in einem &hnlichen MaR reprimiert wie die von FLS2. Dass die
Expression von LYM3 also moglicherweise ein Ziel bakterieller Effektoren darstellt, ist ein Hinweis flr
eine mogliche Beteiligung von LYM3 an der Immunabwehr gegen phytopathogene Bakterien in A.

thaliana.

55



Ergebnisse

4.4 Charakterisierung der LYM3 und LYM1 Arabidopsis thaliana T-DNA-

Insertionslinien

Fir die folgenden Experimente standen A. thaliana T-DNA-Insertionslinien zur Verfliigung.

Zur Untersuchung von LYM3 wurden zwei T-DNA-Insertionslinien verwendet. Es wurde die
homozygote Linie lym3-1 (SALK_ 111212, Nottingham Arabidopsis Stock Centre, NASC) mit einer T-
DNA-Insertion im ersten Intron und die homozygote Linie lym3-2 (SALK_132566, NASC) mit einer T-
DNA-Insertion im ersten Exon charakterisiert (Abbildung 4.5 A und B). Beide Linien besitzen den
genetischen Col-0 Hintergrund und wurden mit Pflanzen des gleichen Okotyps verglichen. Mit LYM3
spezifischen Primern wurde das Transkript der beiden Linien im Vergleich zu WT-Pflanzen untersucht.
Beide Linien besaBen LYM3-Resttranskript vor der jeweiligen Insertion. [ym3-2 zeigte im Gegensatz
zu lym3-1 Resttranskript hinter der T-DNA Insertion. In beiden Linien war aber kein vollstandiges

LYM3 Transkript nachweisbar (Abbildung 4.5 C).
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Abbildung 4.5. Charakterisierung der LYM3 T-DNA-Insertionslinien.

(A) Genarchitektur von LYM3 mit den Positionen der T-DNA-Insertionen lym3-1, lym3-2 und den verwendeten
Primern. (B) Genotypisierung. Genomische DNA der entsprechenden Pflanzen wurde fir PCRs mit den
angegebenen Primerkombinationen verwendet. (C) Transkriptanalyse. Gesamt-RNA wurde aus je zwei Blattern
der entsprechenden Pflanzen isoliert und in cDNA revers-transkribiert. Durch PCR mit den angegebenen LYM3
spezifischen Primerkombinationen wurde die jeweilige Transkriptakkumulation iberprift. Als Kontrolle wurden
PCRs mit spezifischen Primern des konstitutiv exprimierten Gens EF1ca durchgefiihrt. (Die verwendeten Primer
kénnen im Anhang gefunden werden: 1 — Lym3-f, 2 — Lym3-r5, 3 — Lym3-r4, 4 — Lym3-100-f, 5 — Lym3-r, lbal,
Iba2 — SALK-Lba)

Fiir LYM1 konnten zwei homozygote T-DNA Insertionslinien isoliert werden. lym1-1 (GABI_419G07)
besitzt eine T-DNA-Insertion im 2. Exon, lym1-2 (sk17791) besitzt eine T-DNA Insertion im 5. Exon
(Abbildung 4.6 A und B).
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Abbildung 4.6. Charakterisierung der LYM1 T-DNA-Insertionslinien.

(A) Genarchitektur von LYM1 mit den Positionen der T-DNA-Insertionen lym1-1, lym1-2 und den verwendeten
Primern. (B) Genotypsierung. Genomische DNA der entsprechenden Pflanzen wurde fir PCRs mit den
angegebenen Primerkombinationen verwendet. (C) Transkriptanalyse. RNA wurde aus je zwei Blattern der
entsprechenden Pflanzen isoliert und in cDNA revers-transkribiert. Durch PCR mit den angegebenen LYM1
spezifischen Primerkombinationen wurde die jeweilige Transkriptakkumulation iberprift. Als Kontrolle wurden
PCRs mit spezifischen Primern des konstitutiv exprimierten Gens EF1a durchgefiihrt. (Die verwendeten Primer
kénnen im Anhang gefunden werden: 1 — Lym1-dSP-f, 2 — Lym1-f3, 3 — Lym1-f2, 4 — Lym1-rl, 5 — Lym1-r2, 6 —
Lym1-r, Ibal — GABI-Lba, Iba2 — SK-Lba)

Beide Linien besitzen den genetischen Col-0 Hintergrund und wurden mit Pflanzen des gleichen
Okotyps verglichen. Mit LYM1 spezifischen Primern wurde das Transkript der beiden Linien im
Vergleich zu WT Pflanzen untersucht. Flr lym1-1, aber nicht fir lym1-2, konnte Resttranskript vor der

jeweiligen T-DNA Insertion nachgewiesen werden. Sowohl lym1-1 als auch lym1-2 wiesen aber kein

vollstéandiges LYM1 Transkript auf (Abbildung 4.6 C).
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4.5 Charakterisierung der GFP-LYM3/lym3-1 und LYM3/lym3-1 Arabidopsis thaliana

Linien

In folgenden Experimenten sollte die zelluldre Lokalisation von LYM3 geklart werden. AuRerdem
sollte die Moglichkeit, das Fehlen von LYM3 in A. thaliana lym3-1 T-DNA-Insertionslinien mit LYM3-
Konstrukten zu komplementieren, untersucht werden. Hierzu wurde eine 35S5:EGFP-LYM3-Kassette
stabil in lym3-1 Pflanzen transformiert. Die kodierende Sequenz von EGFP wurde hierzu zwischen die
Sequenz, welche fiir das LYM3-Signalpeptid und die Sequenz, welche fiir das LYM3-Protein codiert,
eingefiigt (3.4.5.1). Die Expression dieses Fusionskonstrukts wird durch den konstitutiv aktiven 35S-

Promoter reguliert (Abbildung 4.7 A).
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Abbildung 4.7. A. thaliana lym3-1 Pflanzen wurden stabil mit einer 355:GFP-LYM3-Kassette transformiert.
(A) Schema der 35S:GFP-LYM3 Kassette. Der 35S-Promotor wurde mit der fir das LYM3-Signalpeptid
codierenden Sequenz (SP) fusioniert. Zwischen der SP-Sequenz und der codierenden Sequenz des LYMS3-
Moduls (LYM3) wurde die codierende Sequenz von EGFP eingefligt. (B) Kontrolle der LYM3-Genexpression in
WT, lym3-1 und 8 mit der 355:GFP-LYM3 Kassette stabil transformierten lym3-1 A. thaliana Pflanzen. Durch RT-
gPCR mit spezifischen Primern wurde die LYM3-Genexpression Uberpriift. Dabei diente EF1a Transkript zur
Normalisierung, LYM3-Genexpression der WT-Pflanzen wurde auf 1 gesetzt. (C) Expression des GFP-LYM3
Fusionsproteins. Proteinextrakte aus WT, lym3-1 und 8 mit der 355:GFP-LYM3 Kassette stabil transformierten
lym3-1 A. thaliana Pflanzen (siehe auch B) wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot mit
GFP-spezifischen Antikorpern analysiert (* unspezifische Bande, ** erwartete GFP-LYM3 Bande, *** GFP-
Abbau). Als Ladekontrolle ist die Ponceau S-Farbung der Nitrocellulose-Membran nach Elektroblot gezeigt.

Die Expression des Fusionskonstrukts in transformierten lym3-1 Pflanzen wurde durch RT-qPCR mit
LYM3-spezifischen Primern Gberprift und mit der Expression von LYM3 in WT-Pflanzen verglichen. In
einigen der transformierten Pflanzen konnte kein messbares GFP-LYM3-Transkript nachgewiesen
werden (Abbildung 4.7 B, Pflanzen 1, 2 und 5). In diesen Pflanzen kdnnte die Fusionskassette in
transkriptionell inaktive Regionen des A. thaliana Genoms integriert worden sein oder die

Transkriptstabilitdt wurde durch zellulare RNA-Interferenzmechanismen gestoért. In anderen Pflanzen
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konnte GFP-LYM3-Transkript nachgewiesen werden. Das GFP-LYM3-Transkriptniveau in diesen
Pflanzen war um ein Vielfaches im Vergleich zum WT erhoht (Abbildung 4.7 B, Pflanzen 3, 4, 6, 7 und
8). Die Pflanzen wurden auch auf das Vorhandensein des GFP-LYM3-Fusionsproteins untersucht. In
den transformierten Pflanzen mit GFP-LYM3-Transkript konnte jeweils das GFP-LYM3 Protein
gefunden werden (Abbildung 4.7 B, Pflanzen 3, 4, 6, 7 und 8). In diesen Pflanzen konnte auch ein
GFP-Abbauprodukt detektiert werden. Fir weitere Experimente wurden die Pflanzen 4 und 7
ausgewdhlt, da sie ein hohes Niveau an GFP-LYM3-Transkript und ein deutliches GFP-LYM3
Proteinsignal zeigten. Diese Pflanzen wurden geselbstet und die Nachkommen auf das
Vorhandensein der Fusionskassette iberprift. Nachkommen der zweiten Tochtergeneration wurden
flir die weiteren Experimente verwendet.

Diese GFP-LYM3/lym3-1 Pflanzen besitzen also kein endogenes LYM3-Transkript mehr. Das GFP-
LYM3 Fusionskonstrukt wird in einem deutlich héheren MaR exprimiert als das endogene LYM3 in
WT Pflanzen. Aufgrund der GFP-Fusion stellen diese Pflanzen im Folgenden wertvolle Werkzeuge dar,
um das LYM3 Protein zu detektieren. Es wurde ein vergleichbares Konstrukt mit einer Deletion im 3‘-
Bereich hergestellt (3.4.5.1, Daten nicht gezeigt). Dieses Konstrukt besitzt nicht mehr die fir das C-
terminale LYM3-Propeptid codierende Sequenz. Das entsprechende GFP-Fusionsprotein sollte also
nicht mehr mit einem GPI-Anker in der Cytoplasmamembran versehen werden kénnen.

Es wurde auch eine Kassette aus einem genomischen DNA-Fragment, welches die gemische LYM3-
Sequenz inklusive des putativen natirlichen LYM3-Promoters enthalt (3.4.5.1), stabil in lym3-1
Pflanzen transformiert (Abbildung 4.8 A). Auch diese Pflanzen wurden auf die Expression von LYM3

im Vergleich zu WT-Pflanzen untersucht (Abbildung 4.8 B).
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Abbildung 4.8. A. thaliana lym3-1 Pflanzen wurden stabil mit einer pLYM3:LYM3-Kassette transformiert.
(A) Schema der pLYM3:LYM3-Kassette. Die genomische LYM3-Sequenz wurde inklusive des putativen LYM3-
Promoters verwendet. (B) Kontrolle der LYM3-Genexpression. In WT, lym3-1 und 10 mit der pLYM3:LYM3-
Kassette stabil transformierten lym3-1 A. thaliana Pflanzen. Durch RT-gPCR mit spezifschen Primern wurde die
LYM3-Genexpression (iberprift. Dabei diente EF1a Transkript zur Normalisierung, LYM3-Genexpression der
WT-Pflanzen wurde auf 1 gesetzt.

Das LYM3-Expressionsniveau der Pflanzen war sehr unterschiedlich. Griinde fiir ein héheres LYM3-
Transkriptniveau im Vergleich zu WT-Pflanzen koénnte die Insertion des LYM3-Konstruktes in
transkriptionell hyperaktive Bereiche des A. thaliana Genoms sein. In einigen Pflanzen kénnte auch
eine Amplifikation durch multiple Insertionen des Konstruktes vorliegen. Es wurde Pflanze 3
ausgewadhlt, da sie ein mit WT Pflanzen vergleichbares LYM3-Transkriptniveau zeigte (Abbildung 4.8
B). Diese Pflanze wurde geselbstet und die Nachkommen auf das Vorhandensein des LYM3-
Konstruktes UGberprift. Nachkommen der zweiten Tochtergeneration wurden fiir die weiteren

Experimente verwendet.

4.6 LYM3 ist in der Arabidopsis thaliana Plasmamembran lokalisiert und glycosyliert

Fiir LYM3 wurde ein Signalpeptid und ein Glycosylphosphatidylinositolanker (GPIl-Anker) bereits
vorhergesagt (Borner et al., 2003; Borner et al., 2002). Fir die strukturell mit LYM3 eng verwandten
Proteine LYM1 und LYM2 (siehe Abbildung 1.5) wurde die Assoziation mit der Cytoplasmamembran
durch GPI-Anker bereits gezeigt (Borner et al., 2003).

Aufgrund der vermuteten Funktion von LYM3 als PGN-Rezeptor- oder Bindeprotein wurde eine
Lokalisation in der pflanzlichen Plasmamembran erwartet. Diese Prognose wurde auch durch die
Programme SignalP 3.0, (Bendtsen et al.,, 2004) und big-P! Predictor (Eisenhaber et al., 1999)

getroffen.
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Abbildung 4.9. LYMS3 ist an der A. thaliana Plasmamembran lokalisiert.

Das GFP-LYM3-Fusionsprotein wurde stabil in A. thaliana lym3-1 Pflanzen exprimiert. (A) Die Lokalisation
wurde durch konfokale Laserscanningmikroskopie bestimmt. (B) Das GFP-LYM3-Fusionsprotein kann in
mikrosomalen Fraktionen (MF), welche durch differentielle Zentrifugation kompletter Proteinextrate (Total)
gewonnen wurden, durch Immunoblot Analyse mit a.GFP-Antikdrpern nachgewiesen werden. Als Kontrolle
wurden Immunoblots mit aAHA2-Antikérpern, spezifisch gegen die membranstdandige ATPase AHA2, und mit
oMPK4, spezifisch gegen die l6sliche MAP Kinase MPK4, durchgefiihrt. Es wurden jeweils 20 pg Protein
aufgetragen.

A. thaliana GFP-LYM3/lym3-1 Pflanzen (siehe 4.5) wurden mit Laserscanningmikroskopie untersucht.
Die Pflanzen zeigten eine vorherrschende GFP-Fluoreszenz an der Peripherie der Zellen (Abbildung
4.9 A). In Immunoblot Experimenten mit GFP-spezifischen Antikdrpern konnte gezeigt werden, dass
das GFP-LYM3-Fusionsprotein in mikrosomalen Fraktionen aus diesen Pflanzen angereichert ist. Als
Kontrolle wurden die gleichen Fraktionen auch mit spezifischen aAHA2-Antikérpern und aMPK4
analysiert. AHA2 ist eine membranstiandige ATPase und wurde ebenfalls in der mikrosomalen
Fraktion angereichert. Die cytoplasmatische MPK4 hingegen ist I6slich und wurde nur im Uberstand
nachgewiesen (Abbildung 4.9 B). Diese Ergebnisse bestatigen die erwartete Lokalisation von LYM3 an
der A. thaliana Cytoplasmamembran.

Viele sekretierte Proteine sind glycosyliert (Englund, 1993). Auch die LYM3-Homologe in Reis (CEBIP)
und M. truncatula sind z.T. stark glycosyliert (Kaku et al., 2006; Fliegmann et al., 2011). Fir LYM3
wurden mindestens drei N-Glycosylierungen vorhergesagt (NetNGlyc 1.0, Abbildung 4.10 A). Um das
Vorhandensein von Glycosylierungen zu untersuchen, wurden Proteinextrakte von A. thaliana GFP-
LYM3/lym3-1 und von N. benthamiana Pflanzen, welche transient mit dem p35S::GFP-LYM3 oder
dem  p35S::GFP-LYM3AGP!I  Konstrukt transformiert waren, mit einem komplexen
Deglycosylierungsenzymgemisch (NEB Biolabs), das alle N-gebundene und viele O-gebundene
Glycane entfernen kann, behandelt. Behandelte und unbehandelte Proteinextrakte wurden durch

SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Immunoblot mit GFP spezifischen Antikérpern analysiert.
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Abbildung 4.10. GFP-LYM3 Fusionsproteine sind glycosyliert.

(A) In-silico-Vorhersage von N-Glycosylierungen. Die Primarsequenz von LYM3 wurde mit Hilfe des Programms
NetNGlyc 1.0 auf mogliche N-Glycosylierungen untersucht. Dabei wurde fir das N-Glycosylierungspotential
eine Schwelle von 0,50 angenommen. Zum Vergleich ist die Architektur des LYM3-Proteins mit Signalpeptid
(SP), den beiden Lysin-Motiven (LysM 1 und 2) sowie der Position des GPI-Ankers und des C-Terminalen
Propeptids (Pro) gezeigt. (B und C) LYM3 Proteinextrakte aus A. thaliana lym3-1 Pflanzen, welche stabil mit
dem p35S::GFP-LYM3 Konstrukt transformiert waren (B) und N. benthamiana Pflanzen, welche transient mit
dem p35S::GFP-LYM3 oder dem p35S::GFP-LYM3AGPI Konstrukt transformiert waren (C) wurden mit einem
Deglykosylierungsenzymgemisch (Protein Deglycosylation Mix, New England BiolLabs) behandelt (+) oder
blieben unbehandelt (-). AnschlieRend wurden die Extrakte durch SDS-PAGE aufgetrennt und mittels
Immunoblot mit aGFP Antikdrpern analysiert.

Fiir GFP-LYM3 bzw. GFP-LYM3AGPI wurde bei den deglycosylierten Proben eine kleinere GroRe als
bei den unbehandelten Proben festgestellt (Abbildung 4.10 B und C). Dieser GroRenunterschied
deutet auf die Entfernung von Glycosylierungen in den behandelten Proben hin.

Bei den nicht deglycosylierten Proben aus N. benthamiana fallt sowohl bei GFP-LYM3 wie auch bei
GFP-LYM3AGPI eine Doppelbande auf. Die untere Bande besitzt dabei die GroRe der deglycosylierten
Probe. Die eventuell unvollstindige Glycosylierung ist moglicherweise auf die Uberexpression der
Fusionsproteine durch den konstitutiven 35S-Promoter zurlickzufiihren.

GFP-LYM3 wird also in A. thaliana und GFP-LYM3 sowie GFP-LYM3AGPI in N. benthamiana

glycosyliert.
4.7 LYM3 bindet PGN spezifisch

Fiir einige Proteine mit Lysin-Motiven konnten direkte Interaktionen mit Liganden, welche N-
Acetylglucosamin (GIcNAc)-Derivate enthalten, gezeigt werden (siehe auch 1.6). In Pflanzen gilt dies
fir die Interaktion des Reis CEBiP-Proteins und der A. thaliana RLK CERK1 mit Chitin (lizasa et al.,
2010; Kaku et al., 2006; Petutschnig et al., 2010). PGN besitzt ein Glycanriickgrat aus alternierenden

GIcNAc-MurNAc Einheiten. Da postuliert wird, dass diese Glycanstrange von einem putativen A.
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thaliana PGN-Rezeptor erkannt werden (Gust et al., 2007 und 1.5), sollte untersucht werden, ob
LYM3 und seine Homologen LYM1 und LYM2 sowie CERK1 PGN binden kdénnen.

LYM1, LYM2 und LYM3 wurden ohne vorhergesagtes Signalpeptid und ohne das als GPI-Ankersignal
vorhergesagte C-terminale Pro-Peptid als Hisg-Fusionsproteine in E. coli rekombinant exprimiert.
Aulerdem wurde die extrazellulire Domadne von CERK1, welche die Lysin-Motive enthélt, ohne
vorhergesagtes Signalpeptid als Hisg-Fusionsprotein exprimiert. Mit diesen Fusionsproteinen wurden
Bindestudien mit verschiedenen Glycokonjugaten durchgefiihrt.

Zuerst wurde die Fahigkeit der Fusionsproteine verglichen PGN oder Chitin zu binden. Dazu wurde je
1 pg des aufgereinigten Fusionsproteins mit verschiedenen Mengen an unldslichem Chitin oder PGN
inkubiert (je 10, 50 oder 100 pg). Das Chitin bzw. PGN wurde dann durch Zentrifugation abgetrennt,
gewaschen und mittels Immunoblot mit Hisg-spezifischen Antikdrpern auf das Vorhandensein des
jeweiligen Fusionsproteins untersucht.

Es konnte beobachtet werden, dass LYM3 und LYM1 bereits geringere Mengen PGN binden konnten
als LYM2. Dabei war die Bindung von PGN mit LYM3 starker als mit LYM1. CERK1 konnte PGN nur
sehr schwach binden (Abbildung 4.11 A). Chitin konnte von LYM2 und CERKlbereits in geringen
Konzentrationen gebunden werden, wahrend LYM1 und LYM3 erst bei groReren Chitinmengen
binden konnten (Abbildung 4.11 B).

LYM3 besal} im Vergleich zu den anderen getesteten LysM-Proteinen also die groRte Affinitat zu PGN.
LYM2 besal} in diesen Experimenten eine groRere Affinitdt zu Chitin. LYM1 besald verglichen mit
LYM2 und LYM3 eine intermedidre Affinitat zu PGN und konnte Chitin dhnlich schwach wie LYM3

binden. CERK1 konnte PGN nur schwach binden.

A PGN B Chitin

IN NK | IN NK |
Ly ] — | e R -
Lymz | — e Lym2 [— |
LYM3I -‘ ——-l LYM3|‘—" --l
CERK1I -.‘ | CERK1|__..‘ J— ——I

Abbildung 4.11. Vergleichende Bindungsstudien von LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1 mit PGN oder Chitin.
LYM1, LYM2, LYM3 und die extrazellulire Domadne von CERK1 wurden rekombinant in E. coli als Hisg-
Fusionsproteine exprimiert. Jeweils 1 pg Ni**-NTA aufgreinigtes Fusionsprotein wurde fiir die Bindungsstudien
eingesetzt und entweder mit 10, 50 oder 100 pug PGN (A) oder den gleichen Mengen Chitin (B) fir 10 min bei 4
°C in einem Gesamtvolumen von 250 pl inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die Glycokonjugatpellets durch
SDS-PAGE und Immunoblot mit aHisg-Antikérpern analysiert. Zum Vergleich wurde auch eingesetzte Menge
Protein aufgetragen (IN) als Negativkontrolle (NK) wurde kein unldsliches Substrat eingesetzt.

Die Interaktion von LYM3 und LYM1 mit PGN oder von LYM2 und Chitin findet bemerkenswerter

Weise ab einer Konzentration des Liganden von 40 pg/ml statt. Dieser Konzentrationsbereich
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entspricht der Peptidoglycan- bzw. Chitinkonzentration in typischen Elicitierungsexperimenten in A.
thaliana (Erbs et al., 2008; Gust et al., 2007 und Ergebnisse dieser Arbeit). Bei der ersten
Charakterisierung von CERK1 wurde angenommen, dass CERK1 selbst kein Chitin binden kann (Miya
et al., 2007). Spatere in vitro und in planta Studien zeigten, das CERK1 durchaus Chitin bindet (lizasa
et al., 2010; Petutschnig et al., 2010). Auch in Abbildung 4.11 B konnte CERK1 Chitin binden. Eine
Bindung zu PGN konnte fiir CERK1 aber nicht beobachtet werden (Abbildung 4.11 A).

In vitro scheint LYM3 also das LYM-Protein mit der starksten Affinitdt zu PGN zu sein. Im Folgenden
wurde die Spezifitdt der LYM3-Interaktion mit PGN genauer untersucht.

Zunachst wurde geprift, ob die Bindung von LYM3 mit PGN durch l6sliche Chitooligosaccharide
kompetiert werden kann. 1 ug aufgereinigtes Hisg-LYM3 Fusionsprotein wurde mit 50 pug unldslichem
PGN in Gegenwart von 100 nM oder 5 uM Chitohexamer (Seikagaku Corporation) inkubiert. Zum
Vergleich wurde der Ansatz auch ohne Chitohexamer inkubiert. Das PGN wurde auf die Anwesenheit
von LYM3 untersucht. Die Bindung von LYM3 und PGN konnte durch die getesteten Konzentrationen
an Chitohexamer nicht verhindert werden. In den Proben, welche mit Chitohexamer zusammen
inkubiert worden sind, zeigte sich die gleiche Menge LYM3 wie in den Proben ohne Chitohexamer
(Abbildung 4.12 A).

LysM-Proteine in M. truncatula und L. japonicus sind an der Perzeption von Nod-Faktoren,
Lipochitooligosacchariden aus Rhizobien, beteiligt (Radutoiu et al., 2003, siehe auch 1.7.2). In-silico-
Analysen zufolge ist das LysM-Protein NFP aus M. truncatula zumindest theoretisch in der Lage, mit
Nod-Faktoren zu interagieren (Mulder et al., 2006). Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft des
PGN-Rickgrats mit dem der Nod-Faktoren, wurde auch untersucht, ob die LYM3 PGN-Bindung durch
Nod-Faktoren kompetiert werden kann. LYM3 wurde mit 50 ug unléslichem PGN und 200 nM, 2 uM
oder ohne Nod-Faktoren (LCO-IV(S, C16:2) aus Sinorhizobium meliloti (zur Verfligung gestellt von
Jean-Jacques Bono (Rasmussen et al., 2004)) inkubiert und das PGN Pellet auf das Vorhandensein von
LYM3 untersucht. Die eingesetzten Konzentrationen an Nod-Faktoren konnten die Bindung von LYM3
und PGN nicht kompetieren und es war kein Unterschied zur Bindungsprobe ohne Nod-Faktoren zu
erkennen (Abbildung 4.12 B).

Um zu zeigen, dass die Bindung LYM3 PGN spezifisch ist, wurde nun versucht, diese Bindung durch
|6sliche PGN-Prédparationen (sonifiziertes PGN, Invivogen) zu kompetieren. 1 ug aufgereinigtes Hise-
LYM3-Fusionsprotein wurde mit abnehmenden Mengen an unl6slichem PGN (50, 10 und 2 pug)
zusammen mit einer konstanten Menge von 100 pg an I6slichem PGN inkubiert. Als Kontrolle wurde
das Bindeexperiment auch ohne I6sliches PGN durchgefiihrt. Das unldsliche PGN wurde auf die

Bindung von LYM3 untersucht.
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Abbildung 4.12. Spezifitit der LYM3 Interaktion mit PGN.

Bindungsstudien mit je 1 ug rekombinantem LYM3 Hisg-Fusionsprotein und 50 pg unldslichem Glycokonjugat
(wenn nicht anders angeben) mit einer Inkubation von 10 min bei 4 °C. Danach wurde das unl6sliche
Glycokojugat mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit aHisg-Antikdrpern analysiert. Zum Vergleich wurde auch
die Menge an eingesetztem Fusionsprotein aufgetragen (IN), sowie das Bindungsexperiment ohne unlésliches
Substrat als Negativkontrolle durchgefiihrt (NK). (A und B) LYM3 Fusionsprotein wurde mit unléslichem PGN in
Gegenwart unterschiedlicher Mengen Chitohexamer (A) oder Nod-Faktoren (B) inkubiert. (C) Verschiedene
Mengen unlosliches PGN wurden entweder mit LYM3 Hisg-Fusionsprotein allein (-) oder zusammen mit 100 pug
sonifiziertem, l6slichem PGN inkubiert (+). (D) LYM3 Fusionsprotein wurde mit verschiedenen unloslichen
Glyco-Konjugaten inkubiert.

Dabei konnte beobachtet werden, dass das Signal fiir das LYM3-Fusionsprotein in der Gegenwart des
|6slichen PGNs stirker abnahm, als bei der Kontrollinkubation von LYM3 ohne l|6sliches PGN
(Abbildung 4.12 C). Die Interaktion des unldslichen PGNs mit LYM3 konnte also durch Iésliches PGN
kompetiert werden.

Auch der direkte Vergleich der Bindung von LYM3 mit PGN, Chitin oder Cellulose zeigt deutlich die
Praferenz von rekombinantem LYM3 zu PGN (Abbildung 4.12 D). Dies deutet auf eine
ligandenspezifische, kompetetive Interaktion von LYM3 und PGN hin.

Um einen Einblick in die Kinetik der LYM3 PGN Interaktion zu bekommen, wurde die Assoziation und

Dissoziation der Bindung untersucht.
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Abbildung 4.13. Kinetik der LYM3 PGN Interaktion.

(A) In einer Assoziationsstudie wurde 1 ug Ni**-NTA aufgreinigtes LYM3 oder Uricase Hisg-Fusionsprotein mit 50
pug PGN fiir die gegebenen Zeiten bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugation wurden die Glyco-Konjugatpellets
durch SDS-PAGE und Immunoblot mit aHisg-Antikdrpern analysiert. (B) In einer Dissoziationsstudie wurde 1 ug
LYM3 Ni**-NTA aufgreinigtes Fusionsprotein 10 min bei 4 °C mit 50 pg inkubiert. Nach der Zentrifugation wurde
das PGN-Pellet gewaschen und in einem UberschuR an Puffer resuspendiert und nach den angegebenen Zeiten
durch SDS-PAGE und Immunoblot mit aHisg-Antikdrpern analysiert. Zum Vergleich wurde auch die Menge an
eingesetzten Fusionsproteinen aufgetragen (IN) sowie das Bindungsexperiment ohne unlésliches Substrat als
Negativkontrolle durchgefiihrt (NK).

In einer Assoziationsstudie wurde die Menge des an das PGN gebundenen rekombinanten LYM3
nach verschieden langen Inkubationszeiten mit unléslichem PGN bestimmt. Bereits nach 1 min war
ein starkeres Signal als in der Negativkontrolle feststellbar. Nach 5 min war ein deutliches Signal fir
LYM3 im PGN-Pellet zu beobachten. Dieses Signal verstarkte sich nach weiteren 10 min Inkubation
(Abbildung 4.13 A). Um unspezifische Assoziationen des rekombinanten Hisg-Fusionsproteins mit
PGN auszuschlieBen, wurde diese Bindestudie auch mit einer rekombinanten mit Hisg markierten A.
thaliana Uricase als Kontrolle durchgefiihrt. Es konnte keine Assoziation dieser Uricase mit PGN
beobachtet werden. (Abbildung 4.13 A). Bereits nach 1 min war das LYM3-Fusionsprotein im PGN-
Pellet nachweisbar. Die in vitro Assoziation von LYM3 und PGN findet dabei in einem vergleichbaren
Zeitfenster wie die in vitro Interaktion von CERK1 und Chitin statt (lizasa et al., 2010). Die Assoziation
von LYM3 mit PGN tritt innerhalb von Minuten ein.

Um festzustellen, ob die Interaktion reversibel ist, wurde 1 ug aufgereinigtes Hisg-Fusionsprotein mit
unléslichem PGN inkubiert. Fiir Dissoziationsstudien wurde dieser PGN-LYM3 Komplex in einem
Uberschuss an Puffer resuspendiert und dann unterschiedlich lang inkubiert und das PGN-Pellet
analysiert. Schon 1 min nach Resuspension des Komplexes war das LYM3-Signal schwacher als vor
der Resuspension. 2 min nach Resuspension konnte LYM3 nur noch schwach im PGN Pellet
nachgewiesen werden (Abbildung 4.13 B). Die in vitro Interaktion von LYM3 und PGN ist also
reversibel.

In einigen Fallen konnten LysM-Domanen als die tatsdchlichen Bindemodule GlcNAc-haltiger
Glycanstrukturen identifiziert werden. So konnte in NMR-Studien gezeigt werden, dass die LysM-
Domane einer Chitinase eines Farns Chitinoligomere bindet (Ohnuma et al., 2008) und dass die LysM-
Domane von CERK1 Chitin bindet (lizasa et al. 2010; Petutschnig et al., 2010). Andere Studien stellen

die Interaktion von LysM-Doméanen mit GIcNAc-Glycanen in silico dar (Mulder et al., 2006).
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Um zu prifen, ob in LYM3 die LysM-Domane fir die Bindung von PGN verantwortlich ist, wurden
Punktmutationen in beide Lysin-Motive eingefligt. Basierend auf Sequenzvergleichen von Lysin-
Motiven verschiedener Proteine aus verschiedener Organismen (1.6 und Buist et al., 2008) und auf
den Ergebnissen der NMR-spektroskopischen Untersuchungen von Bindungsereignissen einer
isolierten LysM-Domaéne einer Chitinase aus Pteris ryukyuensis mit Chitooligosacchariden (Ohnuma et
al., 2008) wurden in jedem der beiden Lysin-Motive je drei Aminosduren ausgewahlt und mutiert
(Abbildung 4.14 A).

LYM3 und das mutierte LYM3 wurden als Hisg-Fusionsprotein in E. coli exprimiert. Die aufgereinigten
Fusionsproteine wurden zu Bindestudien mit 50 ug PGN aus Pto DC3000, Sa und mit 50 pg Chitin
eingesetzt.

Die unloslichen Substrate wurden durch Immunoblots mit Hisg-spezifischen Antikorpern auf LYM3

oder LYM3mut untersucht (Abbildung 4.14 B).
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Abbildung 4.14. Punktmutationen der Lysin-Motive verringern die Affinitdt von LYM3 zu PGN.

(A) Schema des LYM3 Aufbaus. Gezeigt ist das Signalpeptid (SP), die beiden Lysin-Motive (LysM 1 und 2), die
Bindestelle des Glycosylphosphatidylankers (GPI) und das C-terminale Propeptid (Pro). In beide Lysin-Motive
wurden die gezeigten Punktmutationen eingefligt (Pfeile). (B) 1 pg Ni**-NTA aufgereinigtes LYM3 oder
LYM3mut Hisg-Fusionsprotein wurde mit 50 ug PGN aus Pto, Sa oder Chitin 10 min bei 4 °C inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die Glyco-Konjugatpellets durch SDS-PAGE und Immunoblot mit aHisg-Antikdrpern
analysiert. Zum Vergleich wurde auch die Menge an eingesetzten Fusionsprotein aufgetragen (IN), sowie das
Bindungsexperiment ohne unlosliches Substrat als Negativkontrolle durchgefiihnrt (NK). (C) Die
Signalintensitdten des Immunoblots aus (B) wurden mit Hilfe von Imagel bestimmt. Es wurde jeweils die
Signalintensitat der korrespondierenden Negativkontrolle abgezogen. Die relativen Intensitdten sind jeweils auf
die Intensitat des entsprechenden Inputs bezogen.

Um die Bindungsereignisse besser vergleichen zu kénnen, wurden die Signalstiarken des Immunoblots
mit Imagel) bestimmt, die Signalstarke der korrespondierenden Kontrolle abgezogen und der Wert
relativ zu dem Signal des eingesetzten Proteins aufgetragen. Das Signal fiir LYM3 erreichte bei den

PGNs aus Pto und Sa hohe Intensitdten. Bei Chitin wurde ein geringeres Signal beobachtet. LYM3mut
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konnte das PGN aus Pto schlechter binden. Besonders deutlich wurde die Verringerung des Signals
aber bei PGN aus Sa, was dem der Negativkontrolle entsprach. Auch das Bindungssignal von Chitin
war nicht mehr tGber der Negativkontrolle (Abbildung 4.14 B und C).

Die Punktmutationen der Lysin-Motive von LYM3 konnten also die Interaktion mit PGN aus Pto
DC3000 deutlich verringern. Bei PGN aus Sa konnte keine Interaktion mehr nachgewiesen werden.
Damit scheinen die Lysin-Motive an der Bindung von PGN zumindest beteiligt zu sein.

Zukinftige Experimente mit weiteren Mutationskonstrukten kénnten dazu beitragen, einzelne fir die
Bindung essentielle Aminosauren zu identifizieren. Deletionen ganzer Lysin-Motive kdnnen Einblicke
in den Beitrag und die Bedeutung der einzelnen Motive fiir die Spezifitat und Affinitat zu PGN liefern.
Die hier dargestellten LYM3-Konstrukte sollten in Zukunft auch zur Transformation der A. thaliana
lym3-1 T-DNA-Insertionslinie eingesetzt werden. Die Effekte der dargestellten Mutationen auf die
immunogenen Eigenschaften von PGN im Kontext mit den komplementaren Bindestudien kdnnen

wichtige Einblicke in die Funktionsweise der PGN-Bindeproteine liefern.
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4.8 LYMS spielt keine Rolle bei der Immunitat von Arabidopsis thaliana gegen

Pilzinfektionen

LYM3 besitzt in in vitro Experimenten eine Praferenz fir PGN und bindet Chitin nur schwach (4.7).
CEBiP in Reis ist strukturell homolog zu LYM3 und wurde als essentiell fiir die Chitinperzeption
beschrieben (Kaku et al., 2006) und spielt eine Rolle in der Resistenz gegen Infektionen durch Pilze

(Kishimoto et al., 2010).
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Abbildung 4.15. lym3 Pflanzen zeigen keine verdnderte Resistenz gegen Infektionen durch Alternaria
brassicicola.

5 Wochen alte Wildtyp A. thaliana (Col-0) und lym3-1 Pflanzen wurden mit Tropfen, welche 10° Sporen/ml
Alternaria brassicicola enthielten inokuliert. (A) Infektionssysmptome von je zwei reprasentativen Blattern
wurden 10 Tage nach Infektion festgehalten. (B) Infizierte Blatter wurden 3, 5, 7 und 10 Tage nach der Infektion
in Symptomkategorien eingeteilt. Es wurden vergleichbare Ergebnisse in drei unabhangigen Experimenten
beobachtet. Die Ergebnisse reprasentieren Mittelwerte mit Standardabweichungen (n > 12).

Es sollte deshalb untersucht werden, ob LYM3 in A. thaliana zur Resistenz gegen Pilze beitragt.

lym3-1 A. thaliana Pflanzen wurden mit Alternaria brassicicola infiziert und die Infektionssymptome
Uber einen Zeitraum von 10 Tagen bonitiert und mit den Symptomen von infizierten WT-Pflanzen
verglichen. Es konnte kein Unterschied der Infektionssymptome zwischen lym3-1 und WT-Pflanzen
festgestellt werden (Abbildung 4.15).

Die Abwesenheit von LYM3 hat also keinen Einfluss auf die Resistenz von A. thaliana gegen A.

brassicicola.

4.9 LYM3 wird fiir die posttranslationale Aktivierung der Arabidopsis MAP-Kinasen 3
und 6 nach PGN Behandlung benétigt

LYM3 bindet PGN spezifisch (4.7). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob LYM3 auch zur
Perzeption von PGN in A. thaliana beitragt. Zuerst wurde dazu die posttranslationale Aktivierung von
MAP-Kinasen (MPKs) betrachtet. Dies ist eine schnelle Reaktion auf die Behandlung mit MAMPs wie
PGN (Gust et al., 2007).
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Die Aktivierung der MPK3 und MPK6 in WT und lym3-1 Pflanzen wurde 15 min nach Infiltration von 1
UM flg22 und 100 pg/ml PGN durch SDS-PAGE von Proteinextrakten dieser Pflanzen untersucht.

Durch einen Immunoblot wurden spezifisch die aktivierten MPK3 und MPK6 detektiert.
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Abbildung 4.16. A. thaliana lym3 Pflanzen zeigen eine verringerte posttranslationale Aktivierung der MPKs.
Blatter von 5 Wochen alten Arabidopsis Wildtyp (Col-0) und lym3-1 Pflanzen wurden mit Wasser, 1 uM flg22
und 100 pg/ml PGN aus Pto DC3000 infiltriert. Nach 15 min wurden Proteinextrakte dieser Blatter gewonnen,
mittels SDS-PAGE aufgetrennt und durch Immunoblot mit phospho-p44/p42 Antikérpern, welche spezifisch fur
die aktivierte MPK6 und 3 sind, analysiert. Als Ladekontrolle ist die Ponceau-Farbung der Membran nach dem
Blot gezeigt.

Die Behandlung mit flg22 fihrte in WT und lym3-1 Pflanzen zu vergleichbar aktivierten MPKs. Die
Behandlung mit PGN aktivierte in WT Pflanzen die MPK3 und MPK6, wihrend in lym3-1 Pflanzen nur
eine schwacher aktivierte MPK6 nachgewiesen werden konnte. Die MPK3 wurde nicht aktiviert
(Abbildung 4.16).

Schnelle, durch MAMPs vermittelte Antworten sind also in lym3-1 Pflanzen PGN-spezifisch reduziert.

4.10 LYM3, LYM1 und CERK1 werden fiir die Transkriptomadaption in A. thaliana nach
PGN Behandlung bendétigt

Es wurde bereits gezeigt, dass die Behandlung von A. thaliana mit PGN zu einer massiven
Transkriptomantwort fuhrt (4.2). Es sollte nun untersucht werden, ob Mitglieder der LysM-
Proteinfamilie in A. thaliana diese Antwort vermitteln. Ein erster Hinweis hierauf wurde durch die
Notwendigkeit von LYM3 fir die PGN-spezifische Aktivierung von MPKs erhalten (4.9 und Abbildung
4.16). Da LYM3 und das strukturell verwandte LYM1 PGN binden konnten (4.7 und Abbildung 4.11),
sollte untersucht werden, ob sie auch einen Anteil an der Transkriptomantwort nach PGN-
Behandlung besitzen.

Da LYM3 und LYM1 wahrscheinlich durch GPIl-Anker mit der Cytoplasmamembran assoziiert sind,
koénnten sie Signale nicht in die Zelle transduzieren (siehe 1.7.3 und 4.6). Die LysM-RLK CERK1 wurde
bereits als notwendig fur die pflanzliche Immunitdt gegen bakterielle Infektionen beschrieben
(Gimenez-lbanez et al., 2009 und 4.12). CERK1 konnte in in vitro Studien zwar kein PGN binden,
konnte aber eine Funktion in der Signaltransduktion der PGN-Perzeption besitzen. Deswegen wurde

es zusatzlich in diese Untersuchungen eingeschlossen.
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In einem ersten Experiment wurde die Transkriptmenge des Abwehrgens FRK1 6 h nach
Elicitorbehandlung durch gRT-PCR bestimmt.

lym3-1, lym3-2, GFP-LYM3/lym3-1 und lym1-1 Keimlinge zeigten nach Chitin und flg22 Behandlung
FRK1-Expressionsniveaus, die denen der WT Keimlinge vergleichbar waren (Abbildung 4.17 A, B und
C). Die Induktion der FRK1-Transkription in lym3-1, lym3-2 und lym1-1 Keimlingen nach PGN- oder
Muropeptidbehandlung war im Vergleich zu WT Keimlingen deutlich verringert (Abbildung 4.17 A, B
und C). Die Muropeptide wurden durch Mutanolysinverdau komplexem PGNs aus Xcc erhalten und
aufgereinigt (Marie-Anne Newman, Universitdt Kopenhagen). Durch Transformation der lym3-1
Pflanzen mit GFP-LYM3 kehrte das FRK1-Transkriptniveau nach PGN-Behandlung wieder auf das der
WT Pflanzen zuriick (Abbildung 4.17 A und B). cerk1-2-Keimlinge zeigten nur nach flg22 Behandlung
eine mit dem WT vergleichbare FRKI-Antwort. Nach Chitin-, PGN- und Muropeptidbehandlung
zeigten sie eine deutlich geringere FRK1 Responsivitat als WT Pflanzen. Die verringerte Antwort nach
Chitinbehandlung lasst sich mit der Rolle von CERK1 als Chitinrezeptor in A. thaliana erklaren (Miya

et al., 2007; Wan et al., 2008).
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Abbildung 4.17. Die Induktion der FRK1 Expression nach PGN-Behandlung ist reduziert in lym3, lym1 und
cerk1-2 Pflanzen.

Die Expression von FRK1 in 8 Tagen alten A. thaliana Keimlingen wurde 6 h nach Behandlung mit 1 uM flg22,
100 pg/ml Chitin und 100 pg/ml Xcc PGN oder 100 pg/ml Xcc Muropeptiden durch gRT-PCR bestimmt. Dabei
diente EF1a Transkript zur Normalisierung, die entsprechenden Wasserkontrollen wurden auf 1 gesetzt. Die
Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei unabhdngigen Parallelen mit 10 bis 15
Keimlingen. (A und B) Untersuchungen mit WT, lym3-1, lym3-2 und GFP-LYM3/lym3-1 Keimlingen. (C)
Untersuchungen mit WT und lym1-1 Keimlingen. (D) Untersuchungen mit WT und cerk1-2 Keimlingen.

Es sollte weiterhin gezeigt werden, inwiefern die verringerte transkriptionelle Antwort nach PGN-
Behandlung in lym3, lym1 und cerkl Pflanzen ein globales oder ein nur auf FRK1 bezogener Effekt ist.
Um den Einfluss der Abwesenheit von LYM3, LYM1 und CERK1 auf das gesamte A. thaliana
Transkriptom nach PGN Behandlung zu untersuchen, wurden Microarrayexperimente durchgefiihrt.
Dabei wurden Transkriptspiegel von Wildtyppflanzen (Col-0), lym3-1-, lym1-1- und cerk1-2-Pflanzen
6 h nach PGN-Behandlung untersucht, die Rohdaten normalisiert und mit den Daten aus

Kontrollbehandlungen verglichen. Dabei zeigte sich, dass 750 Gene in PGN behandelten WT Pflanzen
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differentiell exprimiert wurden. In 4.2 wurde die Transkriptomreaktion der WT-Pflanzen bereits

genauer untersucht (siehe auch Abbildung 4.3 und Tabelle 4.1).
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Abbildung 4.18. LYM3, LYM1 und CERK1 sind fiir die A. thaliana PGN-Sensitivitdt notwendig.

Analyse des gesamten A. thaliana Transkriptoms nach PGN-Behandlung von WT und lym3-1 (A), lym1-1 (B)
oder cerk1-2 (C) Pflanzen. Blatter 5 Wochen alter Pflanzen wurden mit Wasser oder 100 pg/ml Xcc PGN
infiltriert. Nach 6 h wurde RNA isoliert und flr Microarrayanalysen eingesetzt. 750 Gene waren im Wildtyp
signifikant in ihrer Expression verdndert (Storey’s g < 0,1). Die transformierten log,-Mittelwerte der
Unterschiede der Genexpression zwischen PGN- und Wasserbehandlung der gezeigten Linien wurden gegen die
entsprechenden Werte des WTs aufgetragen (Datenpunkte auf der aufsteigenden roten Diagonalen wiirden ein
identisches Expressionsniveau in Wildtyp- und der betrachteten T-DNA Insertionslinie widerspiegeln). Sowohl
in lym3-1, wie auch in lym1-1 und cerk1-2 wurde also eine verringerte Responsivitdt dieser Gene nach PGN-
Behandlung beobachtet. (D) Die in WT Pflanzen nach PGN Behandlung differentiell exprimierten Gene wurden
nach Eisen (1998) einer Clusteranalyse unterzogen und entsprechend ihrer log, Expressionswerte in eine
Heatmap lbertragen und ihren Expressionswerten in lym3-1, lym1-1 und cerk1-2 Pflanzen gegeniibergestellt.

Die Responsivitat aller 750 differentiell exprimierten Gene war in lym3-1, lym1-1 und cerkl-2
Pflanzen deutlich reprimiert (Abbildung 4.18 A bis D). Allerdings war die Antwort in keiner der
untersuchten T-DNA-Insertionslinien vollstandig aufgehoben.

Die Transkriptomuntersuchung wurde durch gezielte Analyse der Expression ausgewdhlter Gene
durch gRT-PCR in einem unabhdngigen Experiment bestatigt. Dazu wurden Gene ausgewahlt, deren
Expression in WT Pflanzen nach PGN-Behandlung in der Transkriptomuntersuchung induziert war

(vergleiche Tabelle 4.1).

73



Ergebnisse

A B
5 5
oOWT 0O WT
u [ym3-1 " lym1-1
lym3-2
0 GFP-LYM3/lym3-1
4 - 4
: 1 5 1
23 23]
=} 3
hel el
£ £
2 2
1 1
0 + T T T — 0 -
\] N2 %) %) \] U ) )
& & & &
$ W o $ W g
® G ® G
C D
5 4
= oWT (Ws 4)
u g\tgk1-2 mcerk1-3 (Ws 4)

w
Il

Lo Lol

fache Induktion
fache Induktion
N
1

Abbildung 4.19. Bestdtigung des Microarrayexperiments durch gRT-PCR-Analyse der Expression
ausgesuchter Gene.

Die Expression verschiedener Gene in 8 Tagen alten A. thaliana Keimlingen wurde 6 h nach Behandlung mit
100 pg/ml Xcc PGN durch gRT-PCR bestimmt. Dabei diente EFl1a Transkript zur Normalisierung, die
entsprechenden Wasserkontrollen wurden auf 1 gesetzt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit
Standardabweichungen von drei unabhéngigen Parallelen mit 10 bis 15 Keimlingen. Diese Experimente wurden
unabhédngig von den Microarrayexperimenten durchgefiihrt. (A) Untersuchung der Expressionsniveaus in WT,
lym3-1, lym3-2 und GFP-LYM3/lym3-1 Keimlingen. (B) Untersuchung der Expressionsniveaus in WT und lym1-1
Keimlingen. (C) Untersuchung der Expressionsniveaus in WT und cerk1-2 Keimlingen. (A) Untersuchung der
Expressionsniveaus in WT (Ws-4) und cerk1-3 Keimlingen.

6 h nach PGN-Behandlung wurde in Wildtyppflanzen die Expression von At1g51890, MLO12, PAD3
und CYP71A13 induziert. In lym3-1 und lym3-2 und lym1-1 Pflanzen war die Expression dieser Gene
deutlich reduziert (Abbildung 4.19 A und B). GFP-LYM3/lym3-1 Pflanzen zeigten eine &hnliche
Expression dieser Gene, wie sie in WT-Pflanzen beobachtet wurde (Abbildung 4.19 A). Neben cerk1-
2-Pflanzen wurden auch cerkl1-3-Pflanzen getestet. Dies ist eine unabhédngige cerk1-T-DNA

Insertionslinie im genetischen Ws-4-Hintergrund. Beide cerkl-Linien zeigten im Vergleich zu ihrem
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korrespondierenden WT eine deutliche reduzierte Expression der ausgewdhlten Gene nach PGN-
Behandlung (Abbildung 4.19 C und D).

Die Transkriptomadaption nach PGN Behandlung in A. thaliana findet also abhadngig von LYM3, LYM1
und CERK1 statt. Die Abwesenheit dieser Proteine flihrt zu einer drastischen Verringerung der
Sensitivtat von A .thaliana gegeniiber hochaufgereinigtem PGN.

Die Beteiligung von CERK1 an einem Perzeptionsapparat, der auch die PGN-Bindeproteine Proteine
LYM1 und LYM3 einschliel8t, lasst einen Rezeptorkomplex dieser drei Proteine vermuten, in dem
LYM1 und LYM3 PGN-Fragmente rekrutieren und CERK1 fiir die Signaltransduktion verantwortlich ist.
LYM1 und LYM3 scheinen dabei teilweise redundant zu agieren, da weder in lym1- noch in lym3-
Pflanzen die Transkriptomantwort nach PGN-Behandlung komplett aufgehoben war (Abbildung 4.18
A und B). Ebenso scheint es neben CERK1 noch eine weitere Komponente zu geben, da auch cerkl-

Pflanzen noch eine Restsensitivitdt gegenliber PGN besaRen (Abbildung 4.18 C).

4.11 Die LYM3/CERK1-abhdngige PGN-Perzeption erkennt DAP- und Lys-Typ PGN

PGN aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien 16st typische Immunreaktionen in A. thaliana
aus (Gust et al., 2007; Erbs et al., 2008 und Abbildung 4.2). Aus tierischen Systemen sind PGN-
Perzeptionssysteme bekannt, die zwischen DAP- und Lys-Typ-PGN unterscheiden (Dziarski und
Gupta, 2005 und 1.5). In 4.10 wurde deutlich, dass das LYM3/CERK1-System flr die Perzeption von
Gram-negativem aus Xcc benotigt wird.

Es soll deswegen untersucht werden, ob die Erkennung von Gram-positiven PGN auch abhéngig von
LYM3 und CERK1 ist. Auerdem wurde PGN aus einem weiteren Gram-negativen Pflanzenpathogen,
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto) in die Studie mit einbezogen.

A. thaliana lym3-1- und cerk1-2-Keimlinge zeigten 6 h nach Behandlung mit sowohl PGN aus Pto wie
auch mit PGN aus S. aureus eine deutlich verringerte Induktion der Expression von FRK1 im Vergleich
zu WT-Keimlingen. WT- und lym3-1-Keimlinge waren responsiv gegentiiber Chitin und flg22, wahrend
cerk1-2 nur auf die flg22-Behandlung mit einer Induktion der FRK1 Expression reagierte (Abbildung
4.20).
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Abbildung 4.20. LYM3/CERK1 sind fiir die Erkennung von DAP- und Lys-Typ PGN notwendig.

8 Tage alte Wildtyp (Col-0), lym3-1 und cerk1-2 A. thaliana Keimlinge wurden mit 1 uM flg22, 100 ug/ml Pto
PGN, 100 pg/ml Sa PGN und 100 pg/ml Chitin behandelt. Nach 6 h wurde die relative Expression von FRK1
mittels gRT-PCR bestimmt. Dabei diente EFla Transkript zur Normalisierung, die entsprechenden
Wasserkontrollen wurden auf 1 gesetzt. Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von drei
unabhédngigen Parallelen mit 10 bis 15 Keimlingen.

A. thaliana lym3-1 und cerk1-2 Pflanzen sind also in der Perzeption von Gram-positiven und Gram-
negativen PGN gleichermaRen beeintrachtigt. Das A. thaliana PGN Perzeptionssystem differenziert

nicht zwischen Gram-negativen (DAP-Typ) und Gram-positiven (Lys-Typ) PGN.
4.12 LYM3 und CERK1 werden fiir die Resistenz gegen bakterielle Infektionen benétigt

Da LYM3 an der Erkennung von bakteriellem PGN beteiligt ist, wurde untersucht, ob LYM3 auch eine
Rolle in der Immunitat von A. thaliana gegen Infektionen mit pathogenen Bakterien spielt.

Hierzu wurden Infektionsstudien mit den T-DNA-Insertionslinien lym3-1, lym3-2 und GFP-LYM3/lym3-
1 Pflanzen durchgefiihrt. Diese wurden zusammen mit WT A. thaliana Pflanzen (Col-0) durch
Blattinfiltration mit dem virulenten Bakterium Pto DC3000 infiziert. Nach vier Tagen zeigte sich in den
lym3-1 und lym3-2 Pflanzen ein signifikant erhohtes Bakterienwachstum im Vergleich zu den
Wildtyppflanzen. GFP-LYM3/lym3-1 Pflanzen wiesen ein mit dem Wildtyp vergleichbares bakterielles
Wachstum auf (Abbildung 4.21 A). Das erhdhte bakterielle Wachstum in lym3-1 Pflanzen konnte
auBerdem durch Komplementation von lym3-1 durch ein 2,5 kb umfassendes genomisches LYM3
Konstrukt auf ein mit dem WT vergleichbares Niveau gesenkt werden (Abbildung 4.21 B). Die erhohte
Anfalligkeit von lym3-1 und lym3-2 konnte auch durch Infektionen mit dem nichtvirulenten Stamm
Pto DC3000 hrcC und dem hypovirulenten Stamm Pto DC3000 AavrPto/avrPtoB bestatigt werden
(Abbildung 4.21 C und D).
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Abbildung 4.21. LYM3 wird fiir die Resistenz gegen Pto DC3000 Infektionen bendotigt.

Blatter 5 Wochen alter Pflanzen wurden mit 10" koloniebildenden Einheiten ml™ (cfu/ml) verschiedener Pto
DC3000 Stamme infiltriert und das Wachstum der Bakterien nach 0 und 4 Tagen bestimmt. (A) Wildtyp, lym3-1,
lym3-2 und GFP-LYM3/lym3-1 Pflanzen wurden mit Pto DC3000 infiziert. (B) Wildtyp, lym3-1 und LYM3/lym3-1
Pflanzen wurden mit Pto DC3000 infiziert. (C) Wildtyp, lym3-1 und lym3-2 Pflanzen wurden mit Pto DC3000
hrcC' oder (D) Pto DC3000 AavrPto/avrPtoB infiziert. Die statistische Signifikanz im Vergleich zu den
entsprechenden WT Proben wurde durch * gekennzeichnet (p < 0,05, Student t-Test). Es wird jeweils ein
reprasentatives Experiment aus mindestens 10 unabhangigen Experimenten gezeigt.

Das Fehlen von LYM3 fiihrt zu einer erhéhten Anfalligkeit von A. thaliana gegen Pto DC3000. LYM3
wird also fir eine normale Resistenz gegen Pto DC3000 bendétigt.

Da die Abwesenheit von LYM1 bei der Perzeption von PGN einen vergleichbaren Effekt wie die
Abwesenheit von LYM3 hatte (4.10, Abbildung 4.17 C und Abbildung 4.18 B), wurde auch untersucht,
ob LYM1 einen Beitrag zur Resistenz von A. thaliana gegen Pto DC3000 leistet.

Es wurden die T-DNA-Insertionslinien lym1-1 und lym1-2 verwendet, die beide kein vollstédndiges
LYM1-Transkript mehr aufweisen. Das Wachstum von Pto DC3000 zeigte sich in lym1-1 und lym1-2
Pflanzen nicht verdandert im Vergleich zu WT Pflanzen (Abbildung 4.22).
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Abbildung 4.22. LYM1 wird nicht fiir eine normale Resistenz gegen Pto DC3000 Infektionen bendtigt.
Blatter 5 Wochen alter WT, lym1-1 und lym1-2 Pflanzen wurden mit 10" koloniebildenden Einheiten ml™
(cfu/ml) Pto DC3000 infiltriert und das Wachstum der Bakterien nach 0 und 4 Tagen bestimmt.

Eine mogliche funktionelle Redundanz kénnte dafiir verantwortlich sein, dass in lym1-Pflanzen keine
veranderte Resistenz gegen bakterielle Infektionen zu beobachten ist (siehe auch 4.10).

Flir cerkl ist bereits ein bakterieller Wachstumsphanotyp beschrieben worden. cerk1-2 und cerk1-3
sind demnach anfilliger fir Infektionen durch Pto DC3000 und Pto DC3000 hrcC als ihr

korrespondierender WT (Gimenez-lbanez et al., 2009).
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Abbildung 4.23. CERK1 wird fiir eine normale Resistenz gegen Pto DC3000 Infektionen benétigt.

Blatter 5 Wochen alter WT und cerk1-2 Pflanzen wurden mit 10" koloniebildenden Einheiten ml™ (cfu/ml) Pto
DC3000 (A) oder Pto DC3000 hrcC (B) infiltriert und das Wachstum der Bakterien nach 0 und 4 Tagen
bestimmt. Die statistische Signifikanz im Vergleich zu den entsprechenden WT Proben wurde durch *
gekennzeichnet (p < 0,05, Student t-Test). Es wird jeweils ein reprdsentatives Experiment aus mindestens 10
unabhédngigen Experimenten gezeigt.

Dies konnte in Infektionsstudien mit cerk1-2 fur die Infektionen durch Pto DC3000 und Pto DC3000
hrcC bestatigt werden (Abbildung 4.23 A und B).
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Zusammenfassend werden also LYM3 und CERK1 fiir eine normale Resistenz von A. thaliana durch

Pto DC3000 bendétigt. Die Abwesenheit von LYM1 scheint keinen Einfluss auf die Resistenz zu haben.

4.13 Interaktionsstudien

LYM1 und LYM3 sind PGN-Bindeproteine und fiir die PGN-Perzeption notwendig (4.7, 4.9 und 4.10).
LYM3 ist zudem fiir eine normale Resistenz gegen Pto DC3000 in A. thaliana notig. Aufgrund
fehlender Transmembrandomanen ist es aber nicht moéglich, dass diese Proteine selbst Signale in den
intrazelluldren Raum transduzieren. Die membranstiandige RLK CERK1 ist in der Perzeption von PGN
involviert, bindet selbst PGN aber nur sehr schlecht (4.7 und 4.10). Da in Reis gezeigt werden konnte,
dass OsCERK1 mit CEBiP eine durch Chitin induzierbare Interaktion eingehen kann (Shimizu et al.,
2010) muss auch hier gefragt werden, ob LYM1 und LYM3 mit CERK1 interagieren kdnnen.

Eine derartige Interaktion wiirde auf einen Rezeptorkomplex hindeuten, in welchem LYM3 und LYM1
in zu determinierender Stoéchiometrie als Bindeproteine PGN bzw. Fragmente, welche aus komplexen
PGN hervorgegangen sind, rekrutieren und die Signaltransduktion mit Hilfe von CERK1 stattfindet.

In dieser Arbeit wurde deswegen die Fahigkeit der Proteine LYM1 und LYM3 mit CERK1 zu
interagieren untersucht. Um Hinweise auf Spezifititen oder weitere Partner in moglichen
Rezeptorkomplexen zu erhalten, wurde die Studie auf LYM2 und die LysM RLKs LYK3, LYK4 und LYK5
ausgedehnt. Des Weiteren wurde die Fahigkeit von LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1 untersucht,

Homooligomere zu bilden.

4.13.1 Interaktionsstudien mit dem Yeast Two-Hybrid System

Fiir Interaktionsstudien mit Hilfe des auf dem S. cerevisiae Transkriptionsfaktor GAL4 basierenden
Yeast Two-Hybrid Systems wurden Konstrukte zur Expression in S. cerevisiae AH109 angefertigt.
Diese umfassen die Sequenzen der reifen LYM1-, LYM2- oder LYM3-Proteine, also ohne Signalpeptid
und ohne C-terminales Propeptid. Sie wurden als Fusionen entweder der GAL4-DNA-Binde- oder
GAL4-Aktivierungsdomane exprimiert (Abbildung 4.24 A). AuBerdem wurden entsprechende
Konstrukte der extrazellularen Domanen von CERK1, LYK3, LYK4 und LYK5 ohne Signalpeptid
angefertigt (Abbildung 4.24 B).
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Abbildung 4.24. Fusionskonstrukte fiir Yeast Two-Hybrid Untersuchungen.

Schema der Fusionskonstrukte fir Yeast Two-Hybrid Studien. LYM1, LYM2, LYM3 (A) und CERK1, LYK3, LYK4
und LYK5 (B) wurden ohne Signalpeptid (SP) mit der DNA-Bindedomane (BD) oder der Aktivierungsdoméane
(AD) des S. cerevisae GAL4-Transkriptionsfaktor fusioniert (Fusionsstelle markiert mit Pfeil). Die Konstrukte mit
LYM1, LYM2 und LYM3 endeten vor dem Propeptid (Pro), die Konstrukte fiir CERK1, LYK3, LYK4 und LYK5
endeten vor der Transmembrandomane (TM, LysM - Lysin-Motiv, K - Kinasedomane).

In der vorliegenden Studie exprimierten transformierte S. cerevisiae AH109 Zellen die
entsprechenden zu untersuchenden Kombinationen aus jeweils zwei zu untersuchenden Proteinen.
Dabei war das eine mit der GAL4-DNA-Binde- und das andere mit der GAL4-Aktivierungsdomane
fusioniert. Im Falle einer Interaktion der beiden zu untersuchenden Proteine gelangten die GAL4-
DNA-Binde- und die Aktivierungsdomane in rdumliche Nahe und rekonstituierten den funktionellen
GAL4-Transkriptionsfaktor. Der S. cerevisiage AH109 Hintergrund exprimiert keinen endogenen
funktionellen GAL4-Transkriptionsfaktor.

Der rekonstituierte exogene GAL4-Transkriptionsfaktor induziert die Transkription von
Reportergenen, welche unter der Kontrolle von GAL4-responsiven Promotern stehen. Die Aktivitdten
der Genprodukte dienten als Indikatoren der Interaktion der zu untersuchenden Proteinkombination.
Es wurde die Expression der Reportergene ADE2 und HIS3 analysiert. Da S. cerevisiae AH109
auxotroph beziiglich Adenin und Histidin ist, bedeutet Wachstum von transformierten Hefen auf
Adenin und Histidin Mangelmedium die Interaktion der beiden Fusionsproteine. S. cerevisiae AH109
ist aufgrund von Mutationen in LEU2 und TRP1 auch auxotroph bezlglich Leucin und Tryptophan.
Diese Mutationen wurden durch auf den eingesetzten Vektoren vorliegende Gene LEU2 und TRP1
komplementiert, um nach der Transformation auf die Anwesenheit der Vektoren selektieren zu

kénnen.

Zunachst wurden die zu untersuchenden Konstrukte auf lhre Fahigkeit zur Autoaktivierung
kontrolliert. Dazu wurden S. cerevisiae AH109-Zellen jeweils mit dem GAL4-Aktivierungsdoméanen-
oder DNA-Bindedomédnenkonstrukt und dem jeweiligen komplementaren, leeren Vektor
transformiert. Keines der getesteten Expressionskonstrukte zeigte Autoaktivierung (Abbildung 4.25

und Abbildung 4.26, jeweils Kontrolle Autoaktivierung).
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Es wurden nun die Fahigkeiten der rekombinanten LYM1-, LYM2-, LYM3- und CERK1-Proteine
untersucht, im heterologen System Homooligomere oder Heterooligomere zu formen. Es konnte
gezeigt werden, dass LYM1, LYM3 und CERK1 in der Lage sind, Homooligomere zu bilden (Abbildung
4.25, Homooligomere). Die Heterooligomerisierung wurde mit beiden moglichen Kombinationen der
jeweils untersuchten Konstrukte durchgefiihrt, um Artefakte, die durch die Fusion eines bestimmten
Konstruktes mit der AD- oder BD-Domdne zu reduzieren. LYM1 und LYM3 konnten in beiden
Kombinationen miteinander interagieren. LYM2 konnte aber sowohl mit LYM1 als auch mit LYM3 nur
in jeweils einer Kombination interagieren. LYM1 und LYM3 konnten jeweils mit CERK1 in beiden
Orientierungen interagieren, wahrend auch hier LYM2 nur in einer Orientierung mit CERK1

interagieren konnte (Abbildung 4.25 Heterooligomere Orientierung 1 und 2).
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Abbildung 4.25. Yeast Two-Hybrid Interaktionsstudie mit LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1.

LYM1, 2, 3 und CERK1 (extrazellulire Doméane) wurden jeweils als Fusion mit der GAL4 Aktivierungsdomane
(AD) in pGADT7? oder als Fusion mit der DNA-Bindedomane (BD) in pGBKT7 in den S. cerevisiae Stamm AH109
transformiert. Kulturen dieser transformierten Hefen wurden unverdiinnt und in den Verdiinnungen 10’1, 10
und 10~ auf CSM-LW (Leu’, Trp)) und auf CSM-AdeHLW (Ade, His', Leu’, Trp’) aufgetropft und das Wachstum
der Hefen nach 2 Tagen dokumentiert. Als Positivkontrolle diente das T-Antigen in pGADT7 und p53 in pGBKT7.

Die Bindungsstudie wurde auf die weiteren RLKs mit Lysin-Motiven bis auf LYK2 erweitert. LYK2 wird
nicht in A. thaliana Blattern exprimiert und es konnte keine cDNA bezogen werden.

LYM1 konnte mit LYK3 und LYK5 interagieren. LYM2 interagierte mit LYK3, LYK4 und LYK5, wahrend
LYM3 nur mit LYK5 interagierte. CERK1 konnte mit LYK3, LYK4 und LYKS5 interagieren (Abbildung 4.26

Heterooligomere).
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Abbildung 4.26. Yeast Two-Hybrid Interaktionsstudie mit LYM1, LYM2, LYM3, CERK1, LYK3, LYK4 und LYKS5.

LYM1, 2, 3 und die extrazelluldaren Domanen von CERK1, LYK3, LYK4 und LYK5 wurden jeweils als Fusion mit der
GAL4 Aktivierungsdoméane (AD) in pGADT7 oder als Fusion mit der DNA-Bindedoméane (BD) in pGBKT7 in den S.
cerevisiae Stamm AH109 transformiert. Kulturen dieser transformierten Hefen wurden unverdiinnt und in den

Verdiinnungen 107, 107 und 10° auf CSM-LW (Leu, Trp) und auf CSM-AdeHLW (Ade’, His, Leu, Trp)

aufgetropft und das Wachstum der Hefen nach 2 Tagen dokumentiert. Als Positivkontrolle diente das T-Antigen
in pGADT7 und p53 in pGBKT7.

Die Expression aller eingesetzten Konstrukte wurde durch Immunoblot kontrolliert (nicht gezeigt).
Die Ergebnisse der Yeast Two-Hybrid Interaktionsstudien sind zur besseren Ubersicht sind in

Abbildung 4.27 zusammengefasst.
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Abbildung 4.27. Interaktionsnetzwerk nach Yeast Two-Hybrid Studien der A. thaliana LYPs und LYKSs.
Die Interaktionen nach den Ergebnissen der Yeast Two-Hybrid Studien mit den A. thaliana LYPs LYM1, LYM2
und LYM3 sowie den LYKs CERK1, LYK3, LYK4 und LYK5. Die Interaktionen sind als Pfeile dargestellt.

LYM1, LYM3 und CERK1 waren hier also in der Lage, Homooligomere zu bilden. LYM2 konnte dies
nicht. LYM2 konnte nur in einer moglichen Kombination mit LYM1, LYM3 und CERK1 interagieren,
wahrend die letztgenannten untereinander in beiden Kombinationen interagieren konnten.

Damit besitzen in diesem heterologen System LYM1, LYM3 und CERK1 die Fahigkeit einen Komplex
zu bilden. Die Rolle von LYM2 bleibt indifferent und muss weiter untersucht werden.

LYM1, LYM2 und LYM3, sowie CERK1 besitzen im heterologen System auch die Fahigkeit, mit
weiteren Vertretern der LysM RLKs zu interagieren. Es muss in weiteren Experimenten gepruift

werden, ob diese RLKs in die PGN Perzeptionsmaschinerie integriert sind.
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4.13.2 Interaktionsstudien mit Far-Western

Im Yeast Two-Hybrid System wurde die Fahigkeit rekombinanter LysM-Domanen enthaltender A.
thaliana Proteine gezeigt, im heterologen Expressionssystem zu interagieren. Dabei wurde
beobachtet, dass insbesondere LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1 besonderes Potential besitzen, Homo-
und Heterooligomere zu bilden. Um einen méglichen PGN-Rezeptorkomplex aufzuklaren, wurde nun
ein weiterer experimenteller Ansatz gewahlt, um mogliche Unterschiede der Bindungspraferenzen
der LysM haltigen Proteine aufzuklaren.

Es wurde ein E. coli basiertes System gewahlt. LYM1, LYM2 und LYM3 wurden ohne Signalpeptid und
ohne C-terminales Propeptid als Hisg-Fusionsproteine in E. coli exprimiert. Die extrazellulare Doméane
von CERK1 wurde sowohl als Hisg- als auch als GST-Fusionsprotein exprimiert. Als Kontrolle wurde
auch eine A. thaliana Uricase als Hisg-Fusionsprotein exprimiert.

Als Sonde wurde das GST-CERK1-Fusionsprotein aufgereinigt (Abbildung 4.28 A). Lysate der E. coli
Zellen, welche die genannten Hisg-Fusionsproteine und die Hisg-Uricase exprimierten, wurden durch
SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Elektroblot auf Nitrocellulosemembranen immobilisiert. Eine
Membran wurde mit Hisg-spezifischen Antikorpern behandelt, um die gleichméaRige Expression der
Hise-Fusionsproteine zu liberprifen (Abbildung 4.28 B).

Die andere Membran wurde geblockt und die immobilisierten Proteine renaturiert. AnschlieRend
wurde diese Membran mit der GST-CERK1-Sonde aus Abbildung 4.28 A inkubiert. Nachdem die
Uberschiissige Sonde ausgewaschen worden war, wurde mit GST-spezifischen Antikdrpern detektiert,
um so die Interaktion der GST-CERK1-Sonde mit den immobilisierten Proteinen auf der Membran
nachzuweisen. Hierdurch konnten die LYM1-, LYM2-, LYM3- und CERK1-Fusionsproteine, nicht aber
die Hisg-Uricase Kontrolle detektiert werden, zudem fanden keine unspezifischen Interaktionen der
Sonde mit endogenen E. coli Proteinen statt (Abbildung 4.28 C). Die Signalstdrken waren hier fir die
untersuchten Interaktionen vergleichbar (Abbildung 4.28 C). Es konnte also kein Unterschied der

Interaktionen festgestellt werden.
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Abbildung 4.28. Far-Western Interaktionsstudie von LYM1, LYM2, LYM3 und CERK1.

(A) Als Sonde wurde GST-CERK1 in E. coli exprimiert, aufgereinigt und nach SDS-PAGE durch Immunoblot mit
GST-spezifischen Antikérpern analysiert. (B) Lysate von LYM1, LYM2, LYM3, CERK1 (extrazelluldare Domane) und
Uricase als Hisg-Fusionsproteine exprimierenden E. coli BL21Al Zellen wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und
durch Immunoblot mit Hisgspezifischen Antikérpern analysiert. (C) Lysate der in (B) beschriebenen E. coli
Stamme wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und auf einer Nitrocellulosemembran immobilisiert. Nach
Renaturierung und Blocken der Membran wurde die GST-CERK1 Sonde aus (A) zugegeben und mit der
Membran inkubiert. Nach dem Auswaschen Uberschiissiger Sonde, wurde GST-CERK1 mit GST-spezifischen
Antikorpern detektiert. Als Kontrolle sind auch die Farbungen der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S Rot
gezeigt. Spezifische Banden wurden durch (*) markiert.

Die rekombinanten LYM1, LYM2 und LYM3 Proteine kdnnen also unter diesen in vitro-Bedingungen

spezifisch mit der rekombinanten extrazellularen Domane von CERK1 interagieren. AuRerdem kann

diese CERK1 Domane hier Homooligomere bilden.

4.14 LYM1, LYM2 und LYM3 besitzen keine Hydrolyseaktivitat gegeniiber bakteriellen

Zellwdnden

LYM1 und LYM3 sind an der Perzeption von PGN in A. thaliana beteiligt. LYM1 besitzt eine maRige,
LYM3 eine deutliche Fahigkeit PGN spezifisch zu binden (Abbildung 4.11 A).

In tierischen Systemen kann die Erkennung von PGN auch mit der Prozessierung desselben
einhergehen (Dziarski und Gupta, 2006). Dies legt die Frage nahe, ob LYM1 und LYM3 reine PGN-
Bindeproteine sind, welche PGN im Kontext eines moglichen Rezeptorkomplexes rekrutieren, oder

aber ob sie selbst in der Lage sind PGN zu prozessieren. Um dies zu untersuchen, wurde die
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Hydrolyseaktivitdit rekombinanter LYM1, 2 und 3 Proteine in Bezug auf bakterielle
Zellwandpraparationen  hin  untersucht. Die rekombinanten Proteine wurden mit
Zellwandpraparationen aus Micrococcus luteus bis zu 24 h inkubiert. Wahrend Lysozym in dieser Zeit
die Tribung der Zellwandsuspension auf weniger als 10 % des Ausgangswertes reduzieren konnte,
zeigte keines der rekombinanten LYM Proteine eine Reduktion der Triibung im Vergleich zur

Negativkontrolle (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29. LYM1, LYM2 und LYM3 besitzen keine Hydrolyseaktivitit gegeniiber bakteriellen
Zellwanden.

LYM1, LYM2 und LYM3 wurden als Hisg-Fusionsproteine in E. coli BL21Al exprimiert und (ber Ni**-NTA
aufgereinigt. Je 20 pg Fusionsprotein wurde zusammen mit 0,02 % (w/v) Micrococcus luteus (Sigma-Adlrich) in
20 mM NaAc, pH 5,2 bei 37°C fir die angegebenen Zeiten inkubiert. Die Trilbung der Suspension wurde mit der
Absorption bei 570 nm bestimmt und ist relativ zur Tribung bei Beginn des Experiments angegeben. Als
Kontrolle wurde das Experiment auch mit 0,5 pug Lysozym durchgefiihrt. Das Experiment wurde auch mit dem
Lysat nicht induzierter Bakterien als Negativkontrolle (NK) durchgefiihrt.

LYM1, LYM2 und LYM3 besitzen also keine Hydrolyseaktivitit gegeniliber bakteriellen

Zellwandpraparationen, die vergleichbar ist mit der von Lysozym.
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5 Diskussion

Die Perzeption von Signalen, ihre Weiterleitung und Umsetzung in eine physiologische Reaktion stellt
ein zentrales Prinzip der Biologie dar. Jeder Abschnitt einer solchen Signalkaskade unterliegt
sorgfaltiger Regulation und kontinuierlicher, evolutionarer Selektion. Die Spezifitdt der Perzeption
determiniert die Integration des Signals und die Induktion einer Stimulus-spezifischen, zelluldren
Antwort (Jordan et al., 2000). Damit kommt dem Verstdandnis von Prinzipien der Erkennung eine
wichtige Bedeutung zu.

Immunsysteme liefern Paradigmen der Erkennung. Hier missen eigene Strukturen von pathologisch
veranderten oder fremden unterschieden werden. Pflanzen erkennen essentielle, konservierte
molekulare Muster aus Mikroorganismen durch Mustererkennungsrezeptoren und induzieren so
Immunreaktionen.

Ein molekulares Muster mit immunogener Wirkung in Pflanzen ist bakterielles Peptidoglycan. In
tierischen Systemen sind verschiedene PGN-Rezeptoren bekannt, die unterschiedlichen

Wirkmechanismen folgen. In Pflanzen war ein solcher Rezeptor bisher nicht beschrieben.

In dieser Arbeit werden Komponenten eines A. thaliana Mustererkennungssystems fiir Peptidoglycan
bestehend aus den LysM-Proteinen LYM3 und CERK1 vorgestellt. Dieses liefert einen Beitrag zum

Verstandnis der Aktivierung der A. thaliana Wirtsimmunitat gegen bakterielle Infektionen.

5.1 LYM3 und CERK1 als Komponenten eines Peptidoglycanrezeptorsystems in A.

thaliana

Als Kandidaten fir Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) der PGN-Erkennung wurden in dieser Arbeit
aus folgenden Griinden Proteine mit Lysin-Motiven betrachtet:

(i) Lysin-Motive (LysM) sind Bindemotive fiir Kohlehydratoligomere aus N-Acetylglucosaminderivaten
(siehe 1.6 und 1.7). In Pflanzen besitzen LysM-Domanen eine zentrale Bedeutung in der Erkennung
GlcNAc-haltiger Glycane. Beispielsweise binden die LysM-Proteine CEBiP aus Reis bzw. CERK1 aus A.
thaliana Chitin direkt und fiihren so zu Chitin-induzierten Immunantworten (Kaku et al., 2006; Miya
et al., 2007; Wan et al., 2008; Petuschnig et al., 2010; lisaza et al., 2010 und 1.7.1). Desweiteren sind
LysM-Rezeptoren die Kernkomponenten der Erkennung rhizobieller Nodulationsfaktoren in
Leguminosen (Gough und Cullimore, 2011 und 1.7.2). Da PGN ein Rickgrat aus alternierenden
Einheiten aus GIcNAc und MurNAc besitzt, lag die Vermutung nahe, dass pflanzliche PGN-Binde- bzw.

Rezeptorproteine Lysin-Motive enthalten kénnten (siehe auch 1.4.3).
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(ii) Typische pflanzliche Mustererkennungsrezeptoren (PRRs), wie z.B. der Flagellinrezeptor FLS2, der
EF-Tu-Rezeptor EFR oder das Rezeptor-dhnliche Protein EIX2 und die Rezeptoren der
Chitinperzeption, befinden sich an der Oberflache der Wirtszelle (Robatzek et al., 2006; Zipfel et al.,
2006; Ron und Avni, 2004; Kaku et al., 2006; Miya et al., 2007; Wan et al., 2008; Shimizu et al., 2010;
Boller und Felix, 2009; Dodds und Rathjen, 2010). Die A. thaliana Familie der LysM-Proteine weist mit
den LYPs (liber Glycosylphosphatidylinositolanker oder Transmembrandomdnen mit kurzem
cytoplasmatischen Anteil mit der Cytoplasmamembran assoziierte Proteine mit extrazelluldrer LysM-
Doméane) und den LYKs (membranstindige Rezeptor-dhnliche Kinasen mit extrazelluldrer LysM-
Domane) Mitglieder auf, die die Anforderung an die Lokalisation eines PRRs erfiillen (siehe 1.7 und
1.7.3).

(iii) Die Transkription von Genen, welche fiir PRRs kodieren, wird nach Infektionen mit virulenten
Bakterien haufig reprimiert. Beispielsweise wird die Expression des Flagellinrezeptors FLS2 nach
Infektion von A. thaliana mit virulenten Bakterien deutlich supprimiert (Abbildung 4.4 A). Die
Expression der LysM-Proteine des LYP-Typs LYM1, LYM2 und besonders von LYM3 wird ebenfalls
durch virulente Bakterien reprimiert (4.3 und Abbildung 4.4). AuRerdem wird die LysM-RLK CERK1
durch bakterielle Typ-lll-Effektoren fur den proteolytischen Abbau markiert (Gimenez-lbanez et al.
2009). Da die Beeintrachtigung eines PRRs einen Vorteil fiir Pathogene bedeuten wiirde, ist dies ein
weiterer Hinweis auf eine mogliche Beteiligung dieser Proteine an der Immunabwehr gegen
phytopathogene Bakterien.

Es wurden die beiden LysM-Proteine LYM3 und CERK1 identifiziert. Die Abwesenheit von entweder
LYM3 oder CERK1 hat sowohl eine deutliche Verringerung der Abwehrreaktionen, die durch
Behandlung mit hochreinem PGN ausgelost werden (Abbildung 4.17, Abbildung 4.18 und Abbildung
4.19), als auch eine Hypersuszeptibilitat gegenliber bakteriellen Infektionen zur Folge (Abbildung
4.21 und Abbildung 4.23).

LYM3 ist wahrscheinlich mittels Glycosylphosphatidylinositolanker mit der pflanzlichen
Cytoplasmamembran assoziiert und fungiert als PGN-Bindeprotein (Abbildung 4.9 und Abbildung
4.11). Die Bindung von PGN erfolgt schnell, ligandenspezifisch und reversibel (Abbildung 4.11 bis
Abbildung 4.13). Fur die Wechselwirkung von LYM3 mit PGN ist eine extrazellulire Domane aus zwei
Lysin-Motiven verantwortlich (Abbildung 4.14).

LYM3 besitzt keine Transmembrandoméane und ist deswegen per se aullerstande, ein Signal in das
Cytoplasma der Pflanzenzelle zu transduzieren. CERK1 ist eine Rezeptor-dhnliche Kinase und besitzt
extrazellular drei Lysin-Motive (Miya et al, 2007). Im Gegensatz zu LYM3 bindet CERK1 selbst PGN
kaum (Abbildung 4.11). CERK1 koénnte aufgrund seiner Topologie also als Relais fir die

Signaltransduktion bei der PGN-Perzeption fungieren.
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Beide Proteine stehen daher in funktionalem Kontext und bilden Komponenten eines
Rezeptorsystems. Dieses tragt durch die Perzeption von PGN zur Immunitdt von A. thaliana gegen

bakterielle Infektionen bei.

Da CERK1 in A. thaliana neben der Funktion als PGN-Sensor auch fiir die Chitinperzeption von
essentieller Bedeutung ist (1.7.1 und Miya et al., 2007; Wan et al., 2008), scheint es eine zentrale
Rolle in der Erkennung mikrobieller Kohlehydratstrukturen einzunehmen. Dies wirft die Frage der
Spezifitat der Auslosung von Immunantworten und der Rolle von CERK1 auf. Trotz der Abhangigkeit
der Chitin- und PGN-Perzeption von CERK1 stellt das LYM3/CERK1-System ein spezifisches PGN-
Erkennungsmodul dar. Wahrend CERK1-defiziente Pflanzen neben einer Insensitivitdt gegeniiber
Chitin auch eine Insensitivitdt gegeniliber PGN zeigen, sind LYM3-defiziente Pflanzen ausschliefilich
gegeniiber PGN insensitiv (Abbildung 4.17 A, B und D). Zudem leistet LYM3 keinen Beitrag zur
Immunitat gegentiber Infektionen durch Pilze (Abbildung 4.15), wahrend dies bei CERK1 der Fall ist
(Miya et al., 2007; Wan et al., 2008).

Mechanistisch ist daher vorstellbar, dass CERK1 in der PGN-Perzeption als Corezeptor fungiert,
welcher selbst PGN nicht zu binden vermag (Abbildung 4.11 A), aber fir die erfolgreiche
Signaltransduktion notwendig ist (Abbildung 4.18 C). In der Chitinperzeption hingegen ist CERK1 in A.
thaliana durchaus in der Lage, mit Chitin als Ligand direkt zu interagieren (Abbildung 4.11 und 1.7.1,
lizasa et al., 2010; Petuschnig et al., 2010). CERK1 vereint also in A. thaliana die Rolle als Corezeptor
der PGN-Perzeption und als eigenstandiger Mustererkennungsrezeptor (PRR) der Chitinperzeption in
sich selbst. Ob CERK1 jeweils als Corezeptor oder als PRR fungiert, wird durch den Stimulus
determiniert. Dennoch bleibt die Frage nach molekularen Mechanismen offen, welche die Spezifitat
der beiden Signale vermitteln. Es ergeben sich verschiedene Maglichkeiten:

(i) Die Signalspezifitdat konnte durch eine ligandenabhangige Bildung von Rezeptorkomplexen
ermoglicht werden. Die Zusammensetzung eines solchen Komplexes konnte dann den jeweiligen
Signalweg determinieren. Interaktionsstudien muissen kldren, ob weitere Komponenten bei der
Perzeption von Signalen durch LYM3/CERK1 oder CERK1 beteiligt sind. Weiterfihrend mussen
stromabwarts gelegene Komponenten, wie z.B. mogliche Adaptoren, welche in Abhangigkeit des
Signals rekrutiert werden kénnten, untersucht werden.

(ii) Zentrales Element der Signaltransduktion sind Phosphorylierungskaskaden (Lemmon und
Schlessinger, 2010; Schlessinger, 2000; Boller und Felix, 2009). Es ist vorstellbar, dass bei der
Signaltransduktion durch CERK1 signalspezifische Phosphorylierungen stattfinden, welche dann in
unterschiedliche Signalwege minden. Es ist bereits bekannt, dass Chitin die transiente

Phosphorylierung von CERK1 induziert, CERK1 die Fahigkeit zur Autophosphorylierung besitzt und die
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Kinaseaktivitdt von CERK1 flr pflanzliche Antworten auf Chitin notwendig ist (Petuschnig et al.,
2010). Zukinftige Studien missen zeigen, ob derartige Phosphorylierungen spezifisch fir
Induktionen durch Chitin sind, ob sie auch durch PGN induziert werden oder ob sich PGN-spezifische
Phosphorylierungsmuster ergeben.

(iii) Zudem ist es moglich, dass keine signalspezifisch unterschiedlichen Transduktionswege ausgeldst
werden, sondern vielmehr eine generische Reaktion auf Liganden unterschiedlicher Herkunft. Diese
generische Reaktion koénnte dann gemeinsam mit Reaktionen auf weitere MAMPs zu einer
Immunantwort beitragen. Zukiinftige Experimente missen klaren, ob die Reaktionen der Pflanze auf
Chitin oder PGN unterschiedlich sind. Erste Hinweise deuten daraufhin, dass die Expression
bestimmter Markergeneder pflanzlichen Abwehr, wie PR1 oder FRK1, sowohl durch PGN wie auch
Chitin induziert werden kann (Abbildung 4.2 B und Abbildung 4.17). Vergleiche der
Transkriptomantworten nach Chitin- und PGN-Behandlung koénnen Aufschluss Uber die
Verwandtschaft der beiden Reaktionen geben. AuBerdem missen weitere Reaktionen, wie z.B. ROS-
Produktion, nach PGN- und Chitinbehandlung sowie die Kinetik der Reaktionen verglichen werden.
Sollte es sich um eine generische Antwort handeln, sollte die Hypersuszeptibilitat LYM3-defizienter
Pflanzen gegeniiber bakteriellen Infektionen durch Behandlung mit Chitin komplementiert werden

kénnen.

Erste Erkenntnisse aus heterologen Systemen deuten darauf hin, dass CERK1 und LYM3 einen
physischen Komplex bilden kénnten. CERK1 und LYM3 besaRen in Yeast-Two-Hybrid- und Far-
Western-Untersuchungen die Fahigkeit, Hetero- und Homooligomere zu bilden (Abbildung 4.25 und
Abbildung 4.28). Eine derartige Interaktion von LYM3 und CERK1 konnte in Analogie zum
Chitinperzeptionssystem in Reis stehen. Dort erfolgt die Chitinperzeption durch einen physischen
Komplex aus der LysM-Rezeptorkinase OsCERK1 und dem Chitinbindeprotein CEBiP, dessen Bildung
durch Stimulierung mit Chitin induziert wird (1.7.1 und Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 2010). Ob
eine physische Interaktion von LYM3 und CERK1 in planta vorliegt, muss durch weitere Experimente,
wie gerichtete Co-Immunoprazipitationen, gezeigt werden.

Eine Heterokomplexbildung, wie fir LYM3/CERK1 angenommen, ist ein klassisches Prinzip der
Signalperzeption (Schlessinger, 2000; Schlessinger et al., 1988) und tritt auch in der angeborenen
Immunitat tierischer Systeme auf (Akira und Takeda, 2004; Botos et al., 2011). So bildet TLR2 bei der
Perzeption von Lipoteichonsduren oder Lipopeptiden Heterodimere mit TLR1 bzw. TLR6 (Kumar et
al., 2009; lJin et al., 2007; Kang et al., 2009). Die unterschiedliche Zusammensetzung dieser
Rezeptorheteromere ermoglicht die Erkennung verschiedener mikrobieller Komponenten (Takeda et

al., 2003; Botos et al., 2011).
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In Pflanzen bildet die LRR-RLK BAK1 Heterodimere mit dem Brassinosteroidrezeptor BRI1, dem
Flagellinrezeptor FLS2 oder dem EF-Tu-Rezeptor EFR (siehe 4 und Roux et al., 2011; Schulze et al.,
2010; Chinchilla et al., 2009; Boller und Felix, 2009). BAK1 spielt also eine zentrale Rolle in der
Regulation von LRR-RLKs, indem es mit diesen unterschiedlichen Liganden-bindenden Rezeptoren
Stimulus-abhangig heterodimere Komplexe bildet, die fiir die Aktivierung der jeweiligen Signalwege
notwendig sind (Chinchilla et al., 2009). Als Corezeptor interagiert BAK1 selbst jedoch nicht mit den
jeweiligen Liganden (Chinchilla et al., 2009).

Die Beteiligung von CERK1 an sowohl der Chitin- wie auch der PGN-Perzeption, stellt es dhnlich wie
BAK1 in das Zentrum verschiedener Signalperzeptionssysteme. Im Gegensatz zu BAK1 werden diese
Aufgaben vermutlich in unterschiedlicher Weise erfillt, namlich entweder als PRR (Chitin) oder als

putativer Corezeptor (PGN).

5.2 Ligandenspezifitat des LYM3/CERK1-Perzeptionssystems fiir Peptidoglycan

Peptidoglycane konnen aufgrund ihres strukturellen Aufbaus in zwei Gruppen eingeteilt werden
(1.4.3). Zum einen findet man besonders in Gram-negativen Bakterien DAP-Typ-PGN, welches in
Position drei seines Stammpeptids meso-Diaminopimelinsdure (DAP) aufweist. Zum anderen besitzen
Gram-positive Bakterien oft Lys-Typ-PGN. Hier ist die dritte Aminosdure des Stammpeptids Lysin.
Viele Rezeptoren der tierischen, angeborenen Immunitdt diskriminieren zwischen diesen beiden
PGN-Typen. Die unterschiedlichen PGRPs der Insekten sind zumeist spezifisch fir Lys- oder DAP-Typ-
PGN (1.5, Tabelle 5.1 und Royet und Dziarski, 2007). A. thaliana erkennt sowohl PGN des DAP- als
auch des Lys-Typs (Abbildung 4.2 und Gust et al., 2007; Erbs et al., 2008). Hieraus ergab sich die
Frage, ob A. thaliana die beiden PGN-Typen durch unterschiedliche Rezeptoren oder durch ein
einzelnes Rezeptorsystem erkennt.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Perzeption beider PGN-Arten von LYM3 und CERK1
abhéngt: LYM3- sowie CERK1-defiziente Pflanzen waren gleichermaRBen insensitiv fiir Behandlungen
mit Peptidoglycanen aus Gram-negativen Bakterien (wie Xcc oder Pto) und Gram-positiven Bakterien
(hier Sa) (Abbildung 4.20 und Abbildung 4.17 A, B und D).

Ubereinstimmend kann LYM3 direkt beide PGN-Typen in vergleichbaren GréRenordnungen binden.
So konnten l6sliche Fragmente Gram-negativen DAP-Typ-PGNs (aus E. coli) die Bindung von LYM3 mit
unléslichem Gram-positivem Lys-Typ-PGN (aus Sa) kompetieren (Abbildung 4.12).

A. thaliana besitzt also ein PGN-Perzeptionssystem, welches nicht zwischen DAP- und Lys-Typ PGN
unterscheidet. Fir beide PGN-Typen dient LYM3 als Bindeprotein. CERK1 scheint fir beide PGN-

Typen als Relais der Signaltransduktion zu dienen.
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Monomere Muramyldipeptide oder Muraminsdure zeigten in A. thaliana keine immunogene
Wirkung (Gust et al., 2007). DAP- und Lys-Typ PGN unterscheiden sich durch die Zusammensetzung
ihrer Peptidanteile, nicht durch die des Glycanriickgrats (s.o. und 1.4.3). Da zudem die Glycanstrange
fir die immunogenen Eigenschaften des PGN im Gegensatz zur seinem Peptidanteil entscheidend
sind (Gust et al.,, 2007), ist davon auszugehen, dass das Kohlehydratriickgrat des PGN fir die
Aktivierung der pflanzlichen Immunantwort relevant ist.

Vom chitinbindenden CEBIiP aus Reis ist bekannt, dass zur Interaktion mit Chitooligomeren und zur
Immunaktivierung ein Polymerisationsgrad von mindestens sechs GlcNAc-Einheiten notwendig ist
(Ito et al., 1997; Okada et al., 2002). Bei der Wechselwirkung von Chitin mit CERK1 aus A. thaliana
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Affinitdt von der Lange der GIcNAc-Polymere abhangt und
dass langerkettige Oligomere besser gebunden werden als kiirzere (lizasa et al., 2009; Petuschnig et
al., 2010). Es ist daher begriindet anzunehmen, dass ein dhnlicher Zusammenhang der Bindung und
der physiologischen Aktivitdt mit dem Grad der Polymerisation der Glycanketten aus PGN auch beim
LYM3/CERK1-System vorliegt.

Zukinftige Experimente mit (synthetischen) Oligomeren verschiedener Langen aus GlcNAc-MurNAc-
Einheiten (ggf. substituiert mit Peptidanteilen verschiedener Liange) miissen das minimale,
immunogene Strukturmotiv des PGN aufkldaren. Auf diese Weise koénnten der notwendige
Oligomerisierungsgrad, sowie die Notwendigkeit von Peptidsubstituierungen fiir die Interaktion von

PGN mit LYM3 und die immunogenen Eigenschaften von PGN aufgeklart werden.

Immunreaktionen werden in A. thaliana sowohl durch komplexes, makromolekulares PGN, als auch
durch l6sliche PGN-Fragmente aktiviert (Gust et al., 2007; Erbs et al., 2008). Losliches und komplexes
PGN werden in der gleichen GréRenordnung spezifisch durch LYM3 und CERK1 erkannt (Abbildung
4.17). LYM3 besitzt die Fahigkeit direkt mit unloslichen und I6slichen Fragmenten zu interagieren
(Iosliche PGN-Fragmente konnen die Interaktion von LYM3 mit unl6slichem, komplexen PGN
kompetieren; Abbildung 4.12).

Es wurde diskutiert, dass komplexes PGN nicht per se erkannt wird (Erbs et al. 2008). Die unlosliche
Natur und GroBe des PGN lassen es unwahrscheinlich erscheinen, dass es durch die Matrix der
pflanzlichen Zellwand treten und zur Cytoplasmamembran gelangen kann, an der das
Perzeptionsereignis stattfindet. Sekretierte A. thaliana Enzyme konnten komplexes PGN in |8sliche,
diffusible Fragmente prozessieren. Diese Fragmente kdnnten leichter als makromolekulares PGN zu
den Rezeptoren der Cytoplasmamembran gelangen. Diese Annahmen werden durch Beschreibungen
pflanzlicher Chitinasen gestiitzt, welche PGN-hydrolytische Eigenschaften besitzen (Bokma et al.,
1997; Grabherr, 2011). Nach einer dhnlichen Annahme kénnten pflanzliche Chitinasen analog zu

tierischen Lysozymen bakterielle Zellwande angreifen und dabei l6sliche Liganden erzeugen, welche
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dann immunogene Eigenschaften besitzen (Dziarski und Gupta, 2010; Cho et al., 2005). Die
Prozessierung des PGNs ware dabei ein notwendiger Schritt fiir die Erzeugung aktiver Liganden. Eine
solche Situation, in der immunogen inaktive Strukturen spezifisch in immunogene Fragmente
umgewandelt werden, ist auch bei der Infektion von Pflanzen durch Pilze bekannt. Pilzliche
Endopolygalacturonasen und Endopectatlyasen greifen Pectine der pflanzlichen Zellwand an und
erzeugen dabei Oligogalacturonide, die den Pilzen als Kohlehydratquelle dienen (Pagel und Heitifuss,
1990; Coté et al.,, 1998). Diese Oligogalacturonide stellen zugleich jedoch Schaden-assoziierte
molekulare Muster (DAMPs) dar, die zur Auslosung der Wirtsimmunitat fiihren (Low und Merida,
1996; Coté et al., 1998; Bolwell et al., 1999, Boller und Felix, 2009).

Losliche PGN-Fragmente werden auch durch endogene bakterielle Prozesse des PGN-Recyclings
erzeugt und in das umgebende Medium abgegeben (Boothby et al., 1973; Goodell et al., 1978;
Goodell und Schwarz, 1985; Mauck et al., 1971; Uehara und Park, 2008). Diese kénnten dhnlich wie
in tierischen Systemen (Humann und Lenz, 2009) durch das pflanzliche Perzeptionssystem erkannt
werden und immunogen stimulierend wirken.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass losliche PGN-Fragmente in LYM3/CERK1-
abhéngiger Weise erkannt werden konnen und fir die Ausprdagung der pflanzlichen Immunitat
entscheidend sind.

Ein direkter Zusammenhang zwischen der PGN-Perzeption und einer endogenen oder exogenen
PGN-Prozessierung in l6sliche Liganden muss noch gezeigt werden. Dabei ist von entscheidender
Bedeutung, ob PGN-Fragmente, welche durch pflanzliche PGN-hydrolysierende Enzyme erzeugt
werden, immunogene Eigenschaften besitzen. Des Weiteren muss aufgeklart werden, ob Pflanzen,
welche defizient bezliglich PGN-hydrolysierender Chitinasen sind, weiterhin in der Lage sind,
komplexes PGN zu erkennen. Mit derartigen Pflanzen lieRe sich auBerdem, z.B. durch den Vergleich
der Antworten auf inaktivierte und lebende Bakterien, aufklaren, ob endogene bakterielle PGN-

Prozessierungsschritte fiir die PGN-Perzeption und die Immunstimulation in Pflanzen notwendig sind.

5.3 LysM-Proteine reprasentieren eine zweite Klasse der pflanzlichen

Mustererkennungsrezeptoren

Pflanzen scheinen mit den LRR- und den LysM-Rezeptoren zwei bedeutende Klassen von
Mustererkennungsrezeptoren zu besitzen. PRR-Rezeptoren sind an der Perzeption mikrobieller
Peptidliganden beteiligt. Die LRR-RLKs FLS2 und EFR erkennen spezifisch Peptidfragmente aus
bakteriellem Flagellin bzw. aus dem bakteriellen Elongationsfaktor EF-Tu (Gémez-Gémez und Boller,
2000; Gomez-Gomez et al., 1999, Zipfel et al., 2006; Chinchilla et al., 2007). Zudem sind LRR-Proteine

ohne funktionelle cytoplasmatische Domane bekannt, wie z.B. EIX2 aus Tomate, welches eine
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pilzliche Xylanase bindet und erkennt (Ron und Avni, 2004). LRR-Proteine als PRRs der pflanzlichen
angeborenen Immunitét stellen also vorrangig Sensoren bakterieller Peptidstrukturen dar.
LysM-Proteine bilden in Pflanzen eine eigene Klasse der Mustererkennungsrezeptoren. Sie erkennen
N-Acetylglucosamin-haltige molekulare Muster. Durch die Beispiele CERK1, OsCERK1 und CEBIiP der
Chitinperzeption (Kaku et al., 2006; Miya et al., 2007; Wan et al., 2008; Shimizu et al., 2010) und
LYM3/CERK1 der Peptidoglycanperzeption wird deutlich, dass LysM-Proteine fur die Auslésung von
Immunantworten auf GIcNAc-haltige Muster unterschiedlicher mikrobeller Herkunft offensichtlich
von genereller Bedeutung sind.

Eine Besonderheit der LysM-Proteine ist, dass sie neben der pflanzlichen Immunitdt auch die
Induktion von Symbiosen vermitteln. In Leguminosen wie Medicago truncatula, Lotus japonicus und
Glycine max vermitteln dienen Komplexe aus LysM-Rezeptorkinasen als Rezeptoren rhizobieller
Nodulationsfaktoren (1.7.2 und Gough und Cullimore, 2011; Indrasumunar und Gresshoff, 2010;
Zhukov et al., 2008). Die spezifische Erkenennung von Nod-Faktoren ist notwenidg fir die
erfolgreiche Etablierung von Symbiosen zwischen Leguminosen und Rhizobien (Gough und Cullimore,
2011). In der nicht zu den Legmunisoen gehoérenden Parasponia hat sich die Perzeption von Nod-
Faktoren durch LysM-Proteine unabhangig entwickelt (Becking, 1979; Trinick, 1973; Op den Camp et
al., 2010). Ebenso wurde eine Beteiligung von LysM-Proteinen an der Erkennung der mit den Nod-
Faktoren strukturell verwandten Myc-Faktoren gezeigt (Maillet et al., 2011). Diese werden zur
Einleitung der Symbiose pflanzlicher Wurzeln mit Mykorrhiza Pilzen sekretiert.

LysM-Proteine besitzen also Funktionen als Vermittler mikrobieller Interaktionen mit Pflanzen, die
sowohl antagonistischer als auch symbiotischer Natur sein kénnen. Das Lysin-Motiv scheint, im
Gegensatz zu Peptid-erkennenden LRRs, biochemisch pradestiniert fiir die Erkennung von

Kohlehydratliganden zu sein.

Es wird angenommen, dass die Funktion der LysM-RLKs als Chitinsensoren evolutionar alter ist, als
ihre Funktion als Rezeporen von Symbiosesignalen. Sequenzvergleiche der LysM-RLKs aus Medicago
truncatula und A. thaliana fihrten zu einem Modell, in dem sich die LysM-RLKs der Nod-
Faktorperzeption und der der Chitinperzeption aus einem gemeinsamen Vorgdnger durch
Duplikation und Diversifikation entwickelt haben (Zhu et al., 2006; Zhang et al., 2007; Nakagawa et
al., 2010).

Da in A. thaliana sowohl die Chitin- als auch die PGN-Perzeption durch CERK1 vermittelt wird, muss
in zukinftigen Studien die Frage gestellt werden, ob die PGN- und Chitinperzeption ein gleich altes
Phianomen darstellen oder ob sich die PGN-Perzeption aus der Chitinperzeption heraus entwickelt

und diese erganzt hat.
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54 Sind LYM3 und LYM1 funktionell redundant?

LYM3 ist flr eine vollstandige Aktivierung der PGN-induzierten pflanzlichen Immunantwort nétig. In
LYM3-defizienten Pflanzen ist diese Antwort aber nicht vollstindig aufgehoben. In
Transkriptomanalysen nach Behandlung LYM3-defizienter Pflanzen mit PGN konnte beobachtet
werden, dass die PGN-induzierte Umprogrammierung des Transkriptoms zwar deutlich reduziert ist,
eine residuale Antwort findet dennoch statt (siehe Abbildung 4.18 A). Daraus ergibt sich die Frage, ob
es einen weiteren Faktor gibt, der die Abwesenheit von LYM3 teilweise kompensieren kann.

LYM3 und LYM1 sind strukturell eng verwandt (siehe Abbildung 1.5). LYM1-defiziente Pflanzen
zeigten ebenfalls eine deutlich reduzierte Transkriptomantwort nach PGN-Behandlung (siehe
Abbildung 4.18 B). Aber auch hier ist die Antwort nicht vollstindig aufgehoben. Die beiden
homologen Proteine LYM3 und LYM1 kénnten also teilweise funktionell redundant sein. LYM1 besitzt
auch die Fahigkeit PGN zu binden (Abbildung 4.11 A) und kdnnte mechanistisch in dhnlicher Weise
wie LYM3 als Bindeprotein an der PGN-Perzeption beteiligt sein.

Trotz der reduzierten Abwehrantworten in LYM3- und LYM1-defizienten Pflanzen, waren nur LYM3-
defiziente Pflanzen hypersuszeptibel gegeniliber bakteriellen Infektionen (vergleiche Abbildung 4.21
und Abbildung 4.22). Waren LYM3 und LYM1 gleichermalRen an der Perzeption von PGN beteiligt,
ware auch in LYM1-defizienten Pflanzen ein verstarktes bakterielles Wachstum zu erwarten gewesen.
Allerdings war die Reduktion der Transkriptomantwort in LYM3-defizienten Pflanzen starker als in
LYM1-defizienten Pflanzen (vergleiche die Steigungen der Ausgleichsgeraden in Abbildung 4.18 A und
B). Bei bakteriellen Infektionen kdnnte die starkere residuale Immunaktivierung durch LYM3 in LYM1-
defizienten Pflanzen ausreichen, um die Abwesenheit von LYM1 zu kompensieren. Im Gegensatz
dazu konnte die Antwort auf PGN in LYM3-defizienten Pflanzen so weit reduziert sein, dass sie nicht
mehr ausreicht, um das bakterielle Wachstum zu beeinflussen. Die residuale Immunantwort in LYM3-
defizienten Pflanzen koénnte einen Schwellenwert, der fir eine normale Immunitdt gegeniber
bakteriellen Infektionen bendtigt wird, unterschreiten.

Das Zusammenwirken von LYM3 und LYM1 muss durch die Untersuchung von A. thaliana lym1xlym3-
Doppelmutanten weiter aufgeklart werden. Sollten diese Pflanzen die Sensitivitat fir PGN vollstandig
verloren haben, koénnen LYM3 und LYM1 als teilweise redundant angesehen werden. Die
Suszeptibilitdit gegeniber bakteriellen Infektionen dieser Doppelmutanten sollte mit der der
Einzelmutanten verglichen werden. Diese Experimente sollten aber auch auf lymlIxlym2xlym3
Pflanzen ausgeweitet werden. LYM2 zeigte zwar nur eine geringe Affinitat zu PGN (Abbildung 4.11 A),

besitzt aber eine enge strukturelle Verwandtschaft mit LYM3 und LYM1 (Abbildung 1.5).
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LYM3 und LYM1 konnten partiell funktionell redundant sein, die Rolle von LYM3 in der PGN-
Perzeption scheint aber bedeutender als die von LYM1 zu sein. Diese Uberlegung wird zudem durch

die groRere Affinitat von LYM3 zu PGN bestatigt (Abbildung 4.11 A).

Nach einer anderen Erklarung kdonnte in LYM1-defizienten Pflanzen ein kompensatorischer Faktor
induziert werden, welcher in funktionaler Aquivalenz gemeinsam mit LYM3 die Immunitit
wiederherstellen kann. Ein analoges Prinzip konnte beispielsweise in Tabak beobachtet werden.
Tabakpflanzen, welche defizient beziiglich einer (-1,3-Glucanase waren, die zur Immunitat
gegenliber Pilzinfektionen beitragt, zeigten spezifisch nach Pilzinfektionen die Produktion eines
funktionell dquivalenten Enzyms. Dieses Enzym konnte die Abwesenheit der Glucanaseaktivitat als
,Ersatz“-Aktivitat kompensieren (Beffa und Meins, 1996; Beffa et al.,, 1993). Deswegen sollte in
zukiinftigen Experimenten die Zusammensetzung eines funktionalen und putativen physischen PGN-
Rezeptorkomplexes nach bakteriellen Infektionen nicht nur in Wildtyppflanzen sondern auch in
LYM1- bzw. LYM3-defizienten Pflanzen untersucht werden. Zusatzlich kénnten Gene, deren
Expression in LYM1-defizienten Pflanzen spezifisch durch PGN oder bakterielle Infektionen induziert

wird, als Kandidaten fiir unbekannte kompensatorische Faktoren angesehen werden.

5.5 Die PGN-Erkennung in Tieren und Pflanzen ist durch konvergente Evolution

entstanden

Mit der Beschreibung eines PGN-Perzeptionssystems in Pflanzen wird deutlich, dass PGN in
Saugetieren, Insekten und Pflanzen nicht nur Immunreaktionen auslost, sondern dass alle diese
Organismen spezifische PGN-Erkennungssysteme besitzen (Ergebnisse dieser Arbeit, 1.5 und Dziarski
und Gupta, 2005). PGN stellt ein bakterielles MAMP dar, dessen Perzeption in eukaryontischen
Wirten weiter verbreitet ist, als die der bislang charakterisierten MAMPs Flagellin und LPS, welche
z.B. in Drosophila nicht erkannt werden (Charroux et al., 2009; Leulier et al., 2003).

LysM-Proteine stellen dabei eine neue Form des PGN-Rezeptors dar. Sie zeigen keine
Sequenzverwandtschaft mit den PGN-Rezeptoren der Sdugetiere NOD1, NOD2, TLR2 oder mit den
Peptidoglycanerkennungsproteinen der PGRPs der Insekten (Tabelle 5.1 und 1.5 sowie Dziarski und
Gupta, 2010; Kurata et al., 2010; Miller-Anstett et al., 2010; Royet und Dziarski, 2007; Strober et al.,
2006). Dennoch erfiillen sie grundsatzlich ahnliche Funktionen:

(i) Die direkte Interaktion mit PGN als Voraussetzung eines Erkennungsprozesses, der (ii) zur Initiation
einer spezifischen Abwehrantwort gegen bakterielle Infektionen fihrt.

Die konzeptionelle Konvergenz der Mustererkennung erfolgt aber nach unterschiedlichen

strukturellen Grundlagen. Das Lysin-Motiv scheint als Modul der PGN-Mustererkennungsrezeptoren
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eine spezifische, unabhéngige Entwicklung in Pflanzen darzustellen (Ergebnisse dieser Arbeit, 1.7 und
Buist et al., 2008; Zhang et al., 2009).

Ein weiteres Argument fir eine konvergente Evolution der PGN-Perzeption ist die unterschiedliche
Ligandenspezifitdit der PGN-Perzeptionssysteme. So besitzen die bisher beschriebenen tierischen
PGN-Rezeptoren Anforderungen an die molekularen PGN-Muster, die nicht mit denen von
LYM3/CERK1 verglichen werden konnen. Es werden oft MurNAc-Monomere, welche mit
Peptidresten assoziiert sind, wie z.B. Muramyltripeptide durch PGRPs oder das Muramyldipeptid,
durch NOD2, erkannt (Tabelle 5.1 und die Ergebnisse dieser Arbeit, 1.5 und Dziarski und Gupta, 2010;
Kurata et al., 2010; Miller-Anstett et al., 2010; Royet und Dziarski, 2007; Strober et al., 2006, Gust et
al., 2007). Das pflanzliche PGN-Perzeptionssystem scheint sich aber auf das Glycanrickgrat des PGN
als antigene Determinante zu stiitzen und differenziert dabei nicht zwischen DAP- oder Lys-Typ-PGN

(Abbildung 4.17, Abbildung 4.18, Abbildung 4.20 und Gust et al., 2007; Erbs et al., 2008).

Tabelle 5.1 Peptidoglycanerkennungsproteine
. PGN- erkannte PGN- .
Herkunft Erkennungsprotein Bindemodul Struktur Art des PGN Funktion
TLR2' polymeres PGN
3 . . Proinflammato
NOD1 Leucin-reiche L-Ala-D-Glu-m-DAP DAP-Typ .
Wiederholungen risch, NF-KB-
NOD2> g MurNAc-L-Ala-D-  DAP- und Lys- Weg
Glu Typ
Siugetiere PGLYRP1* antibakteriell
Amidase,
PGLYRP2® DAP- und Lys- Proinflammato
Typ risch
PGLYRP3® _ _
2 antibakteriell
PGLYRP4
PGRP-SA®, -SD’ Lys-T Toll-We
PGRP-PGN- ysyp TETY g
Bindedomane Muramyltripeptid Ph ol fg,
PGRP-SA° (&hnlich T7- yiripep Lys-Typ agocytose,
Carboxypeptid
Lysozym)
ase
Insekten i
PGRP-S, LE® DAP-Typ Prophenoloxid
ase
Amidase,
PGRP-SC1b, -LB’ DAP-Typ Immunmodulat
or
10 Immune
PGRP-LC, -LE DAP-Typ deficiency Pfad
wahrscheinlich MAMP-
. . DAP- und Lys- .
Pflanzen LYM3/CERK1 Lysin-Motive (GlcNAc-MurNAc)x T vermittelte
Riickgrat P Immunitat

allgemein: Royet und Dziarski, 2007; Dziarski, 2005; 1(Yoshimura etal., 1999; Takeuchi et al., 1999; Schwandner et al., 1999;
Muller-Anstett et al., 2010), 2(Girardin et al., 2003; Chamaillard et al., 2003), 3(Inhohara et al., 2003; Girardin et al., 2003),
4(Lu et al., 2006; Wang et al., 2007), 5(Wang et al., 2003; Zhang et al., 2005; DePauw et al., 1995), G(Michel et al., 2001),
7(Bischoff et al., 2004), 8(Takehana et al., 2004), 9(Mellroth et al., 2003), 10(Choe et al., 2005; Kaneko et al, 2004)
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Diskussion

Bisher galt die Perzeption von Flagellin als Paradigma der Nutzung analoger, regulatorischer Module
der angeborenen Immunitdt in Tieren und Pflanzen in Folge konvergenter Evolution (1.2 und
Ausubel, 2005; Nirnberger et al., 2004). Der tierische Toll-like-Rezeptor TLR5 zeigt die konzeptionelle
Verwandtschaft zu seinem, nach der Sequenz unverwandten, pflanzlichen Gegenpart, FLS2 (1.2 und
Smith et al., 2003; Gémez-Gémez und Boller, 2000; Gdmez-Gémez et al., 1999). LYM3/CERK1 erkennt
im Vergleich zu den tierischen PGN-Rezeptoren andere Strukturmerkmale des PGN. Dies ist analog zu
FLS2 und TLR5, die unterschiedliche Epitope innerhalb des Flagellins erkennen (Gomez-Gémez und
Boller, 2000; Smith et al., 2003).

Die PGN-Perzeption scheint also in analoger Weise zur Flagellinperzeption in verschiedenen
biologischen Reichen durch konvergente Evolution entstanden zu sein. Dies bestétigt die friher
getroffene Vermutung, dass das angeborene Immunsystem in Metazoen und Pflanzen sich zwar
konzeptionell dhnelt, strukturell jedoch nicht verwandt ist (Ausubel, 2005; Nirnberger et al., 2004;

Zipfel und Felix, 2005).
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6 Zusammenfassung

Mikroben-assoziierte molekulare Muster (MAMPs) l6sen in Pflanzen Immunreaktionen aus. Ein
Beispiel hierfiir ist Peptidoglycan (PGN), ein essentieller Bestandteil bakterieller Zellwande.
Peptidoglycan aus Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien induziert typische
Immunreaktionen in A. thaliana.

In dieser Arbeit wurden mit LYM3 und CERK1 zwei Proteine mit Lysin-Motiven (LysM) in A. thaliana
identifiziert, die jeweils beide fiir die Perzeption von hochaufgereinigtem PGN und die Induktion der
A. thaliana Wirtsimmunitat gegeniber bakteriellen Infektionen notwendig sind. LYM3 ist durch einen
Glycosylphosphatidylinositolanker mit der pflanzlichen Cytoplasmamembran assoziiert und besitzt
eine extrazelluldre Domane aus zwei Lysin-Motiven. Mit Hilfe dieser Domane bindet LYM3 spezifisch
und reversibel PGN. CERK1 ist eine membranstiandige Rezeptor-dhnliche Kinase mit einer
extrazellularen Doméane aus drei Lysin-Motiven. CERK1 bindet PGN selbst nicht. LYM3 und CERK1
bilden somit ein Rezeptorsystem zur PGN-Perzeption in A. thaliana. LYM3 und CERK1 erkennen
gleichermallen PGN des Lys- und des DAP-Typs. A. thaliana besitzt ein Erkennungssystem, welches
nicht zwischen Gram-positivem und Gram-negativem PGN unterscheidet.

Lysin-Motive sind bekannte Bindemotive far Kohlehydratoligomere aus N-
Acetylglucosaminmonomeren. Die Perzeption von PGN durch LysM-Proteine neben der von
pilzlichem Chitin oder rhizobiellen Nodulationsfaktoren bestatigt die Bedeutung dieser
Rezeptorklasse fiir die pflanzliche Erkennung mikrobieller, molekularer Muster mit GlcNAc-haltigem
Glycanriickgrat. LysM-Proteine vermitteln sowohl antagonistische wie auch symbiontischen
Interaktionen zwischen Pflanzen und Mikroben.

PGN ist als konserviertes, prominentes, bakterielles Oberflichenmolekiil von essentieller Bedeutung
fir die Integritdt von Bakterien und existiert in Eukaryonten nicht. Daher ist es pradestiniert als
Mikroben-assoziiertes molekulares Muster. Die Erkennung von PGN {iber die Grenzen der
biologischen Reiche hinweg kann als Folge konvergenter Evolution interpretiert werden. PGN stellt
somit eines der molekularen Muster dar, deren spezifische Erkennung in multizelluldren Eukaryonten

sehr weit verbreitet ist und in Wirbeltieren, Insekten und Pflanzen zu finden ist.
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Abkiirzungen

AD

Avr

BD

BSA
CEBIP
CERK1
cfu
Col-0
Ec
EF-Tu
EFR
elf18
ETI

ETS
flg22
FLS2
GAL4
GPI

HR

hrc
Hrp
LPS
LRR
LTA
MAMP
MPK
NB-LRR
NOD
Nod-Faktor
PAMP
PGN
PR

PRR

PTI

Pto

pv.
gRT-PCR
R-Gen
R-Protein
RLK
RT-PCR
Sa
T-DNA
TLR
Ws-4
WT
WTA
Xcc

Aktivierungsdomane

Avirulenzfaktor

DNA-Bindedoméne

Rinderserumalbumin

Chitin elecitor binding protein

Chitin elecitor receptor-like kinase 1
Kolonie-bildende Einheiten

Columbia-0, A. thaliana Okotyp
Escherichia coli

Elongationsfaktor Tu

EF-Tu Rezeptor

Peptid aus EF-Tu mit der Sequenz SKEKFERTKPHVNVGTIG
Effektor-vermittelte Immunitat
Effektor-vermittelte Suszeptibilitat

Peptid aus Flagellin mit der Sequenz QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA
Flagellin sensitive 2
Hefetranskriptionsfaktor
Glycosylphosphatidyl

hypersensitive Reaktion

hypersensitive response and conserved
hypersensitive response and pathogenicity
Lipopolysaccharid

Leucin-reiche Wiederholung
Lipoteichonsaure

Mikroben-assoziiertes molekulares Muster
Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Nucleotidbindestelle und Leucin-reiche Wiederholungen
Nukletidoligomerisierungsdoméane
Nodulationsfaktor

Pathogen-assoziiertes molekulares Muster
Peptidoglycan

pathogenesis-related
Mustererkennungsrezeptor

MAMP- (PAMP-) vermittelte Immunitat
Pseudomonas syringae pv. tomato
Pathovar

quantitative RT-PCR

Resistenzgen

Resistenzprotein

Rezeptor-dhnliche Kinase

reverse Transkription und nachfolgende PCR
Staphylococcus aureus

Transfer-DNA

Toll-dhnliche Rezeptoren

Wassilewskija-4, A. thaliana Okotyp
Wildtyp

Wandteichonsaure

Xanthomonas campestris pv. campestris



Verwendete Oligonukleotide

Prdparative
Primer

Bezeichnung

Sequenz (5'-3')

Gen

35S-f

GACTAGAGCCAAGCTGATCT

CaMV 35S Promotor

35S-r GGTTTTTCTGGATTCTTCATTCGACTAGAATAGTAAATTG CaMV 35S Promotor
Lym3-SP-f CAATTTACTATTCTAGTCGAATGAAGAATCCAGAAAAACC At1g77630 (LYM3)
Lym3-SP-r TCCTCGCCCTTGCTCACCATTGCAGTCGCCATTGATGCTA At1g77630 (LYM3)
EGFP-f TAGCATCAATGGCGACTGCAATGGTGAGCAAGGGCGAGGA EGFP

EGFP-r CAAGGCTCTATTGTGGATTTCTTGTACAGCTCGTCCATG EGFP

Lym3-core-f GCATGGACGAGCTGTACAAGAAATCCACAATAGAGCCTTG At1g77630 (LYM3)
Lym3-r TTAGAAAACAAAAAAGCAAG At1g77630 (LYM3)
Lym3dGPI-r GAAGCTATAGAAATACTTCCG At1g77630 (LYM3)
Lym3comp-f TGCAATCACCGTCGCAATTGGAG At1g77630 (LYM3)
Lym3comp-r TTAGAAAACAA AAAGCAAGA A At1g77630 (LYM3)
Lym1-dSP-f TCAACAATCGAGCCTTGCTC At21880 (LYM1)
Lym1-dGPl-r GCTACCGGCTGGACCATTAG At21880 (LYM1)
Lym2-dSP-f ATGACCGGAAACTTCAACTG At2g17120 (LYM2)
Lym2-dGPI-r ACCAGCAGAATCTGGACAAG At2g17120 (LYM2)
Lym3-dSP-f AAATCCACAATAGAGCCTTG At1g77630 (LYM3)
CERK1EX-f AAGTGCAGGACTAGCTGTCC At3g21630 (CERK1)
CERK1EX-r GAATGGTGGAAATGCACCAT At3g21630 (CERK1)
Lyk3EX-Ndel-f AATTCATATGCCAATGAATTGCTCTGACAC At1g51940 (LYK3)
Lyk3EX-Xmal-r AATTCCCGGGATAAAGGAGATCACCAGCTG At1g51940 (LYK3)
Lyk4EX-Ndel-f AATTCATATGCAACAGCCTTATGTCGGAAT At2g23770 (LYK4)
Lyk4EX-Xmal-r AATTCCCGGGTGTTTTCTTCTTCGATTTCC At2g23770 (LYK4)
Lyk5EX-Ndel-f AATTCATATGCAGCAACCGTACGTCAACAA At2g33580 (LYK5)
Lyk5EX-Xmal-r AATTCCCGGGTTTGTGAGAAGAAGAAGATC At2g33580 (LYK5)
1120A-121G-r CCGTAAACAGAGTCACCACCCGATCCTAGTGTGTCAGAAG At1g77630 (LYM3)
Lym3-1f AGCAGATTCAGGTCGCGGCTTCAGAGACTGACCTTTCGGT At1g77630 (LYM3)
Lym3-1r GTCGAGAATCTCTTTCCGCCTCCAGCCATAGTGTCGATTC At1g77630 (LYM3)
1186A-A187G-f GGCGGAAAGAGATTCTCGAC At1g77630 (LYM3)
N201A-r AGCCACGTTTGTTAAATCAG At1g77630 (LYM3)
Lym3-2f CTGATTTAACAAACGTGGCTGCTATGGGAGCTCCTGATAT At1g77630 (LYM3)




gPCR-Primer

Bezeichnung

Sequenz (5'-3')

Gen

FRK1-f AGCGGTCAGATTTCAACAGT At2g19190 (FRK1)
FRK1-r AAGACTATAAACATCACTCT At2g19190 (FRK1)
CYP71-f GTGCTTCGGTTGCATCCTTCTC At2g30770 (CYP71A13)
CYP71-r CGCCCAAGCATTGATTATCACCTC At2g30770 (CYP71A13)
MLO12-f ACGGTGGTTGTCGGTATAAGCC At2g39200 (MLO12)
MLO12-r AGGGCAGCCAAAGATATGAGTCC At2g39200 (MLO12)
PAD3-f CTTTAAGCTCGTGGTCAAGGAGAC At3g26830 (PAD3)
PAD3-r TGGGAGCAAGAGTGGAGTTGTTG At3g26830 (PAD3)

AT1G51890-f

CTAGCTGGCAAGGAGATCCATGTG

At1g51890

AT1G51890-r

TGGTACCACTCAAATTGCTTCCAC

At1g51890

LYM3g-f

ACTTCGCAGCAGAGTAGCTC

At1g77630 (LYM3)

LYM3qg-r

AGCGGTGCTAATTGTTGCGG

At1g77630 (LYM3)

Primer fiir Genotypisierungen und Uberpiifungen von Transkripten

Bezeichnung Sequenz (5'-3") Gen

Lym3-f ATGAAGAATCCAGAAAAACC At1g77630 (LYM3)
Lym3-r5 GTGACTTTGAGGTCGGTGTA At1g77630 (LYM3)
Lym3-r4 ACCGGAGCTACTCTGCTGCGA At1g77630 (LYM3)
Lym3-100-f ACTTCGCAGCAGAGTAGCTC At1g77630 (LYM3)
Lym3-r TTAGAAAACAAAAAAGCAAG At1g77630 (LYM3)
Lym1-f3 TTGATACATTGGTCGGAATC At21880 (LYM1)
Lym1-f2 TTACCTTCTCTCAGCTTGTG At21880 (LYM1)
Lym1-rl ATCTGGGGAACTTTGAAGC At21880 (LYM1)
Lym1-r2 TAGTGCCGTTGGCTATACCG At21880 (LYM1)
Lym1-r TCAAGATGACAAAGCAAGGG At21880 (LYM1)
GABI-Lba CCCATTTGGACGTGAATGTAGACAC

SALK-Lba TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

SK-Lba

ATACGACGGATCGTAATTTGTCG
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