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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Abundanz von Rezeptoren und Transportern in der Plasmamembran wird sowohl
auf transkriptioneller und translationaler, wie auch auf posttranslationaler Ebene
reguliert, so dass die Pflanze sich schnell an duBere Bedingungen anpassen kann.
Die Clathrin-vermittelte Endozytose (CME) von Transmembranproteinen sowie deren
anschlieBender Ubiquitin-abhangiger Transport in Endosomen zur Vakuole durch die
hochkonservierte endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT)-
Maschinerie, spielen dabei essentielle regulatorische Rollen. Im Vergleich zu anderen
Organismen sind in Pflanzen nicht alle ESCRT-Komponenten konserviert. Stattdessen
besitzen Pflanzen andere Proteine, welche die Funktionen der fehlenden
Komponenten Gbernehmen.

In dieser Arbeit wurde SH3 DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2 (SH3P2) als ein
neues Ubiquitin-Adapterprotein identifiziert, das im intrazellularen Transport die
Funktion der fehlenden ESCRT-0 Komponenten tibernehmen kann. Es wurde gezeigt,
dass SH3P2 an der Plasmamembran und auf Clathrin-markierten Strukturen lokalisiert
und mit Clathrin-umhillten Vesikeln (CCVs) assoziiert ist. SH3P2 bindet
Ubiquitinketten und interagiert mit der Ubiquitin-bindenden ESCRT-I-Untereinheit
VACUOLAR PROTEIN SORTING 23 (VPS23), was darauf hindeutet, dass SH3P2
ubiquitinylierte Proteine an der Plasmamembran bindet und diese der ESCRT-
Maschinerie tUbergibt. Die Mutanten der drei homologen SH3Ps in Arabidopsis zeigen
keinen offensichtlich verédnderten Phénotyp, was flr redundante Funktion
untereinander oder mit anderen Proteinen sprechen kann. Die Runterregulation von
SH3P2 flihrte jedoch zu einer Verstarkung des Phénotyps von vps23.1vps23.2
Doppelmutanten, was auf eine Funktion der drei Proteine im selben endosomalen
Transportweg hindeutet.

SH3-Doménen sind in Pflanzen stark unterrepréasentiert und die Funktionen der
wenigen Proteine mit SH3-Doménen noch nicht verstanden. SH3P2 lokalisierte auch
auf spatendosomalen Strukturen und interagierte mit anderen Proteinen, die im
spateren intrazellularen Transport involviert sind. Daher werden weitere Funktionen
von SH3P2 vermutet, die in der Zukunft weiter untersucht werden sollten.



Summary

Summary

The abundance of receptors and transporters at the plasma membrane is regulated at
the transcriptional, translational and post-translational levels so that the plant can
adapt quickly to changing environmental conditions. Clathrin-mediated endocytosis
(CME) of transmembrane proteins and their ubiquitin-dependent transport to the
vacuole by the highly conserved endosomal sorting complexes required for transport
(ESCRT)-machinery, are essential for the regulation of this process. In contrast to
other organism, not all ESCRT components are conserved in plants and it was shown
that other proteins can take over the function of the missing components.

In this thesis, the SH3 DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2 (SH3P2) was identified as
a new ubiquitin adaptor protein, that incurs the function of the missing ESCRT-0 in
intracellular trafficking. It was shown that SH3P2 localizes to the plasma membrane
and on clathrin-positive structures. Furthermore, SH3P2 was shown to associate with
clathrin-coated vesicles (CCVs). SH3P2 binds ubiquitin and interacts with the ubiquitin
binding subunit ESCRT-I, VACUOLAR PROTEIN SORTING 23 (VPS23), which leads
to the hypothesis that it binds ubiquitinylated proteins at the plasma membrane and
transfers them to the ESCRT-machinery. Mutants of the three SH3P homologs do not
show obvious phenotypes, suggesting redundant functions among each other or
further with other factors. The downregulation of SH3P2 leads to an enhancement of
the vps23.1vps23.2 double mutant phenotype, indicating that these proteins function
in the same pathway.

SH3 domains are underrepresented in plants and the function of the identified SH3
domain containing proteins is not yet well understood. SH3P2 was localized also on
late endosomal structures and interacted with other proteins that are involved in the
late stages of endocytic degradation. Possible other functions of SH3P2 during
intracellular trafficking should be investigated in future studies.
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Einleitung

1 Einleitung

Pflanzen sind standig Umwelteinflissen und Gefahren in ihrer Umgebung ausgesetzt
und mussen sich als sessile Lebewesen den verdnderten Bedingungen in der
Umgebung anpassen. Die Oberflachen der Pflanzen stellen den Kontakt zu ihrer
Umgebung her und Uber sie findet zum einen Stoffaustausch statt, zum anderen
kénnen Reize aus der Umwelt wahrgenommen werden. Uber die oberirdischen
Organe, vor allem die Blattoberflachen, werden unteranderem Gas und Wasser an die
Umgebung abgeben und Reize wie Lichtintensitiat und -qualitit erkannt. Uber die
Wurzel nimmt die Pflanze Nahrstoffe auf und erkennt die Verfugbarkeit von Mikro- und
Makroelementen im Boden. Dabei finden in der Pflanzenzelle vielzahlige
Signaltransduktionen statt. Zellen nehmen ihre Umgebung Uber Rezeptoren und
Kanale in der Plasmamembran wahr. Die Menge und das Vorkommen dieser Proteine
wird transkriptionell, translational und posttranslational reguliert. Proteinabbau spielt
hierbei eine Schllsselrolle in der Abschwéachung der Signalwirkung. Obwohl der
Abbauweg fur Membranproteine schon langer bekannt ist, sind die molekularen
Mechanismen in Pflanzen noch nicht genau aufgeklart.

1.1 Physiologische Prozesse werden durch intrazellularen
Membrantransport reguliert

Signalmolekiile kénnen von Rezeptoren gebunden oder durch Transporter in der
Membran in die Zellen aufgenommen werden. In der Zelle werden daraufhin
verschiedene Signalkaskaden ausgel6st, die eine Antwort der Zelle, meist auf
transkriptioneller Ebene, in Gang setzen. Eine prazise Regulation der Menge und
Zusammensetzung von Rezeptoren und Transportern an der Plasmamembran ist
unabdingbar fiir eine adaquate Reaktion der Zelle auf Veranderungen in ihrer
Umgebung. Der Abbau dieser Membranproteine, der durch Endozytose initiiert wird,
dient als schnelle, posttranslationale Regulierung, um die Signalwirkung
abzuschwéachen. Endozytose ist ein Prozess, der durch Einstilpen und Abschniren
der Plasmamembran die Aufnahme von Materialien in die Zelle hinein bewirkt. Die
Membranproteine an der Plasmamembran werden in ihrem zytosolischen Teil durch
Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung posttranslational modifiziert, was die
Endozytose dieser Proteine verursacht. Die ubiquitinylierten Membranproteine werden
nach der Endozytose Uber Endosomen zur Vakuole transportiert und dort von den
vakuolaren Proteasen abgebaut. Manche Membranproteine kdénnen aber auch
kontinuierlich zwischen Plasmamembran und frihen Endosomen recycelt werden
(Ubersichtsartikel von (Paez Valencia et al., 2016)) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Endosomaler Transport von der Plasmamembran zur Vakuole

Schematische Darstellung des endosomalen Transports von der Plasmamembran (PM) zur Vakuole. Integrale
Membranproteine werden durch Einstllpen der Plasmamembran internalisiert und in Vesikeln und Endosomen
transportiert. Das Markieren eines Proteins mit Ubiquitinmolekullen (UB) oder -ketten ist eine posttranslationale
Modifizierung, die als Signal dienen kann, fir den Transport eines Membranproteins zur Vakuole. Die
ubiquitinylierten Frachtproteine, auch Cargos genannt, werden in Clathrin umhdiliten Vesikeln (CCVs) von der
Plasmamembran abgeschnurt und Uber die frihen Endosomen (EE)/das tfrans-Golgi Netzwerk (TGN) zu den
multivesicular bodies (MVBs) transportiert, wo sie wiederum in Vesikeln internalisiert werden, den intraluminal
vesicles of MVBs (ILVs). Die MVBs verschmelzen mit der Vakuole, in welcher die Frachtproteine durch die
vakuolaren Proteasen abgebaut werden. Die Frachtproteine kénnen aber auch zwischen Plasmamembran und
EE recycelt werden.

1.2 Endosomaler Transport von Proteinen wird durch ubiquitinylierende
und deubiquitinylierende Enzyme reguliert

Ubiquitinylierung von Proteinen kann unterschiedliche Funktionen haben. Zum einen
markiert es Proteine fur den proteolytischen Abbau, zum anderen kann es aber auch
Proteininteraktionen, Lokalisation und Aktivitdt regulieren (Ubersichtsartikel von
(Komander and Rape, 2012)). Bei der Ubiquitin-abhangigen Regulation von Proteinen
spielen Ubiquitinligasen eine entscheidende Rolle. Die Konjugation der
Ubiquitinmolekule findet am Glycin des Carboxylterminus (C-Terminus) statt, welches
mit einem Lysin (K) des Zielproteins kovalent verknipft wird. Um ein Ubiquitinmolekl
an ein Substrat zu heften, ist eine Enzymkaskade aus mindestens drei Enzymen, E1,
E2 und E3, notwendig, die damit beginnt das Ubiquitinmolekll zu aktivieren. E1
aktiviert das Ubiquitinmolekul (UB) Uber eine Adenosintriphosphat (ATP)-abhangige
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Vakuole .

Abbildung 2: Eine Enzymkaskade aus drei Enzymen steuert die Ubiquitinylierung eines Substrats
Schematische Darstellung der E1, E2, E3-Enzymkaskade. E1 ist das aktivierende Enzym, durch welches das
Ubiquitin (UB) Uber das Glycin (G) des C-Terminus, unter ATP-Verbrauch an das Cystein (C) des aktiven
Zentrums von E1 gebunden wird. Das aktive Zentrum des konjugierende Enzyms E2 bernimmt das
Ubiquitinmolekil und die E3 Ligase verknUpft das Ubiquitinmolekil mit einem Lysin (K) des Zielsubstrats in
einer kovalenten Isopeptidbindung. Nach Markieren eines Membranproteins kann dieses in Endosomen zum
Abbau in die Vakuole transportiert werden.

Reaktion und bindet es an einem Cystein-Rest. AnschlieBend verknipft es das UB mit
dem Cystein-Rest im aktiven Zentrum von E2, dem konjugierenden Enzym. Zum
Schluss wird das UB Uber eine Isopeptidbindung an ein Lysin im Zielprotein gebunden.
Hierfar gibt es verschiedene Klassen von Ubiquitinligasen. Zwei Bespiele sind die
REALLY INTERESTING NEW GENE (RING)-Typ-E3 Ubiquitinligasen und die
HOMOLOGOUS TO THE E6-AP CARBOXYL TERMINUS (HECT)-E3
Ubiquitinligasen (Ubersichtsartikel von (Zheng and Shabek, 2017)). Die RING-Finger
E3-Ligasen binden das Zielprotein und E2 zur gleichen Zeit und transferieren das
Ubiquitinmolekdl von E2 auf das zu ubiquitinylierende Protein (Abbildung 2)
(Ubersichtsartikel von (Kerscher et al., 2006; Zheng and Shabek, 2017)). Die HECT-
E3 Ubiquitinligase tbernimmt erst das Ubiquitin von E2 und nachdem diese wieder
dissoziiert ist, bindet HECT das Zielprotein und heftet das UB an das Zielprotein
(Ubersichtsartikel von (Kerscher et al., 2006; Zheng and Shabek, 2017)).

Ubiquitin kann in verschiedenen Formen an die Zielproteine gebunden werden. Es
kann als Monoubiquitin oder als Polyubiquitinketten in verschiedenen Langen und
Verknipfungen vorkommen. Die Ubiquitinketten kdnnen Uber sieben interne Lysine
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K48-Ubiquitin (proteasomaler Abbau)

K63-Ubiquitin (Endomembrantransport)

- Mono- und Polymonoubiquitin
(Endomembrantransport)

Abbildung 3: Verschiedene Arten der Ubiquitinverkniipfung sind Signale fiir unterschiedliche
Abbauwege

Schematische Darstellung verschiedener Ubiquitin-Topologien und verschieden Arten der Ubiquitin-
Verknipfung mit dem Substrat. K48-gekoppelte Ubiquitinketten haben eine sehr kompakte Struktur, wahrend
K63-verknipfte Ketten eine offene Tertidrstruktur bilden. Ubiquitin kann einzeln am Substrat vorliegen
(Monoubiquitin), oder mehrere Ubiquitinmolekiile werden mit verschiedenen Lysin-Resten im Substrat verkn(ipft
(Polymonoubiquitin).

(K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63) oder linear Uber das N-terminale Methionin
(Met1) im Ubiquitinmolekiil verkniipft werden (Ubersichtsartikel von (Kerscher et al.,
2006; Komander and Rape, 2012)). Je nachdem wie die Verknlpfung stattfindet, kann
die Kette verschiedene Topologien annehmen (Abbildung 3). Die Struktur der
Ubiquitinketten wiederum flihrt zu spezifischer Bindung an Proteine mit verschiedener
Ubiquitin-Binde-Doméanen (UBDs) und kann somit entweder den Signalweg oder den
Abbauweg eines Proteins bestimmen (Ubersichtsartikel von (Zheng and Shabek,
2017)). Unter anderem wurde gezeigt, dass Monoubiquitinylierungen und K63-
Ubiquitinketten als Signale fir den endosomalen Transport und den anschlieBenden
vakuoléaren Abbau eines Proteins wirken kénnen (Ubersichtsartikel von (Zheng and
Shabek, 2017)).

Nicht nur Ubiquitinligasen, sondern auch  Ubiquitinhydrolasen, auch
deubiquitinylierende Enzyme (DUBs) genannt, spielen eine entscheidende Rolle bei
der posttranslationalen Regulierung physiologischer Prozesse (Ubersichtsartikel von
(Komander et al.,, 2009; Isono and Nagel, 2014)). Sie wirken gegen die
ubiquitinylierenden Enzyme indem sie die Ubiquitinketten hydrolysieren oder Ubiquitin
vom Zielprotein abspalten, so dass das urspringlich ubiquitinylierte Protein nicht
abgebaut wird. DUBs spalten entweder am distalen Ende einzelne Ubiquitinmolekule
nacheinander ab (Exo-Spaltung) oder die Ubiquitinkette wird innerhalb der Kette
gespalten und im Ganzen abgetrennt (Endo-Spaltung) (Ubersichtsartikel von
(Mevissen and Komander, 2017)). Die DUBs zeigen hierbei eine Spezifitat zu
verschiedenen Ubiquitin-Verknilipfungen (Abbildung 4A) (Ubersichtsartikel von
(Mevissen and Komander, 2017)). Manche DUBs spalten Ubiquitinketten auch als
ganze Ketten ab. Diese DUBs binden an die Zielproteine, um teilweise auch Ketten-
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A B
- Exo-Spaltung
- i Endo-Spaltung

Abbildung 4: Ubiquitinketten kdnnen auf verschiedene Weise hydrolysiert werden

Schematische Darstellung der unterschiedlichen Hydrolysierungs-Aktivitdten der deubiquitinyliereden Enzyme
(DUBs). A) DUBs erkennen und binden die unterschiedlichen Ubiquitin-Ketten und spalten entweder am
distalen Ende ein Ubiquitinmolekil nach dem anderen ab (Exo-Spaltung), oder sie hydrolysieren in der Kette
eine kovalente Verknipfung und spalten eine ganze Kette ab (Endo-Spaltung). B) Manche DUBs binden auch
an die Zielproteine und spalten Ketten-unspezifisch die Ubiquitinmolekile direkt vom Protein ab.

unspezifisch die Ubiquitinketten sowie Monoubiquitin abzuspalten (Abbildung 4B)
(Faesen et al., 2011; Ritorto et al., 2014).

Die eukaryontischen DUBs lassen sich in sechs Gruppen einordnen. Die UBIQUITIN-
SPECIFIC PROTEASES (UBPs) bilden die gréBte Gruppe der Cystein-Proteasen
unter den DUBs (Ubersichtsartikel von (Isono and Nagel, 2014)). Weitere Gruppen mit
einem Cystein in der katalytischen Doméane sind die OVARIAN TUMOR PROTEASES
(OTUs), die UBIQUITIN C-TERMINAL HYDROLASES (UCHs), die JOSEPHIN-
Familie und die MOTIF INTERACTING WITH UBIQUITIN (MIU)-CONTAINING
NOVEL DUB Familie (MINDYs). Eine Ausnahme sind die Zink-aktiven Proteasen,
auch MPR1/PAD1 N-TERMINAL (MPN)* oder JAB1/MPN/MOV34 (JAMM)-
Metalloproteasen genannt. Proteasen der letzten Gruppe enthalten zwei Zinkmolekdle
im aktiven Zentrum, die ein Wassermolekul aktivieren, um die Isopeptidbindung der
Ubiquitinmolekiile zu hydrolysieren (Ubersichtsartikel von (Komander et al., 2009;
Mevissen and Komander, 2017)).

DUBSs uben auch Funktionen bei der Modifizierung der Frachtproteine, den Cargos, im
endosomalen Transport aus (Ubersichtsartikel von (Komander et al., 2009)). Durch
das Hydrolysieren der Ubiquitinketten kann der Transport eines Frachtproteins zur
Vakuole gestoppt werden und das Protein wird zurlick an die Plasmamembran
transportiert (Abbildung 5) (Nakamura et al., 2006). Des Weiteren sorgen DUBs daftr,
dass an den multivesicular bodies (MVBs; Blaschenkoérper) die Ubiquitinmolekile
abgespalten werden bevor das Frachtprotein in die intraluminal vesicles (ILVs) der
MVBs aufgenommen wird (Abbildung 5). So wird Ubiquitin vor der Proteolyse in der
Vakuole bewahrt und der Ubiquitinspeicher (UB-Reservoir) wird aufrechterhalten
(Swaminathan et al., 1999).
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Abbildung 5: DUBs kénnen regulierende Funktion im endosomalen Transport haben

Schematische Darstellung der Rolle von deubiquitinylierenden Enzymen (DUBs) im endosomalen Transport.
An den friihen Endosomen kénnen DUBs die Ubiquitinketten hydrolysieren, was dazu flihren kann, dass die
Cargos ihr Signal fir den Transport zur Vakuole bzw. fiir den Abbau verlieren und an die Plasmamembran
recycelt werden. An den spaten Endosomen hydrolysieren DUBs die Ubiquitinketten, damit die einzelnen
Ubiquitinmolekile nicht mit den Frachtproteinen in der Vakuole abgebaut werden, sondern dem
Ubiquitinspeicher (UB-Reservoir) zur Verfligung stehen.

Auch in Pflanzen werden Rezeptoren und Transporter und die entsprechend
zugehorigen Signalwege durch Ubiquitinylierung, Endozytose und Deubiquitinylierung
gesteuert. Bislang sind in Pflanzen jedoch nur wenige E3 Ubiquitin-Ligasen bekannt,
die Transmembranproteine ubiquitinylieren.

1.3 Viele Signalwege in Pflanzen werden durch Ubiquitin-abhéngige
Endozytose reguliert

Das Phytohormon Auxin wird fur fast alle Aspekte der Pflanzenentwicklung bendtigt.
Fir eine adaquate Verteilung von Auxin in den Zellen der einzelnen Organe wird der
Auxin-Export aus der Zelle durch die PIN-FORMED-Proteine (PINs) kontrolliert. Die
Haufigkeit und Verteilung der PINs an der Plasmamembran wird durch
Ubiquitinylierung und Endozytose reguliert. Anwesenheit von Auxin hemmt die
Endozytose eines dieser Transporter, PIN2, was zu einer Stabilisierung von PIN2 an
der Plasmamembran und zu einem erh6hten Abfluss von Auxin aus der Zelle fuhrt
(Paciorek et al., 2005; Pan et al., 2009; Robert et al., 2010). PIN2 wird durch K63-
Polyubiquitinketten markiert und Verlust der K63-Ubiquitinylierung fuhrt zu Defiziten im
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vakuolédren PIN2—Abbau und beeintrachtigt die Auxin-Verteilung in den Zellen, was
Auswirkungen auf den Wurzel-Gravitropismus hat (Leitner et al., 2012).

Die E3-Ligase fur PIN2 ist bisher noch nicht identifiziert. Die RING-Finger E3
Ubiquitinligasen RING DOMAIN LIGASE 1 (RGLG1) und RGLG2, die K63-
Ubiquitinketten bilden, werden als Kandidat gesehen. Die Doppelmutante rglg1rglg2
zeigt reduzierte apikale Dominanz und Veranderungen in Form und Architektur der
Blatter, was auf Defizite in der Auxin-Verteilung hindeutet und PIN2-Ubiquitinylierung
ist in der Doppelmutante rglg1rglg2 reduziert (Yin et al., 2007; Leitner et al., 2012).
Daher wird vermutet, dass RGLG1 und RGLG2 eine Rolle in der Regulierung von PINs
und dem Auxintransport spielen kdnnten.

Der Hormonrezeptor BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1) wird ebenfalls mit
K63-Ubiquitinketten markiert und die Beeintrachtigung der Ubiquitinylierung fuhrt zu
vermindertem vakuoldren Abbau von BRI1 und somit zu einer Stérung des
Brassinosteroid-Signalwegs, was erhohte Zellelongation hervorrufen kann (Martins et
al., 2015). Neueste Studien zeigen, dass auch nicht-integrale Proteine wie der
Abscisinsaure (ABA)-Rezeptoren PYRABACTIN RESISTANCE 1 (PYR1) und PYR1-
LIKE (PYL4) dem vakuolaren Abbau zugefihrt werden kénnen. PYR1 UND PYL4
werden von der membranverankerten RING-Finger E3 Ubiquitinligase RING FINGER
OF SEED LONGEVITY 1 (RSL1) ubiquitinyliert und gemeinsam mit dieser als Komplex
zur Vakuole transportiert (Bueso et al., 2014; Belda-Palazon et al., 2016).

Ubiquitin-abhangige Endozytose ist auch in der Pathogenabwehr wichtig. Der Abbau
und das Recycling der Rezeptorkinase FLAGELLIN SENSING 2 (FLS2) spielt eine
Rolle in der pflanzlichen Immunantwort auf Bakterienbefall (Chinchilla et al., 2007).
FLS2 bildet nach Bindung von bakteriellem Flagellin, einen Komplex mit BRI1-
ASSOCIATED KINASE 1 (BAK1), dessen Kinaseaktivitat die Immunantwort auslést.
Nach Phosphorylierung wird das Heterodimer FLS2-BAK1 durch die beiden RING-
Finger E3 Ubiquitinligasen PLANT U-BOX 12 (PUB12) und 13 ubiquitinyliert. FLS2
wird samt seines gebundenen Liganden endozytiert und in der Vakuole abgebaut
(Chinchilla et al., 2007; Lu et al., 2011; Ben Khaled et al., 2015). Pathogene sind auch
in der Lage, den endozytischen Abbauweg von Pathogenrezeptoren gegen die Pflanze
einzusetzen, um unerkannt in die Zellen eindringen zu kdnnen. Das Bakterium
Pseudomonas syringae schleust die E3-Ubiquitin-Ligase AvrPtoB, welche die
Ubiquitinylierung und den Abbau von FLS2 und der CHITIN ELICITOR RECEPTOR
KINASE 1 (CERK1) hervorruft in die Wirtszelle ein und schwéacht so die Immunantwort
der Pflanze (Abramovitch et al., 2006; Gohre et al., 2008; Gimenez-lbanez et al.,
2009).
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Neben der Aufnahme von Makron&hrstoffen, welche die Pflanze in hohen Mengen fur
ihr Wachstum bendtigt, werden Uber die Wurzel auch verschieden Mikron&hrstoffe
aufgenommen. Der Metallionentransporter IRON-REGULATED TRANSPORTER 1
(IRT1) transportiert neben Eisen- auch andere Metallionen in die Wurzelzellen. Die
Aufnahme von Eisen reguliert die Menge an IRT1 auf transkriptioneller Ebene. Die
Abundanz von IRT1 an der Plasmamembran wird aber auch durch Ubiquitin-
abhéangige Endozytose reguliert. Bei einer hohen Menge an toxischen Metallionen im
Substrat wird IRT1 von der E3 Ubiquitinligase IRT1 DEGRADATION FACTOR E3
LIGASE (IDF) ubiquitinyliert, um die Aufnahme dieser Metallionen ins Innere der
Pflanze zu reduzieren (Barberon et al. 2014, Shin et al. 2013). Auch der Transporter
HIGH BORON REQUIERING 1 (BOR1), welcher Borsaure ins Innere der Zelle
schleust, wird bei einem Uberschuss des Nahstoffes in der Umgebung mono- oder
diubiquitinyliert und schlieBlich abgebaut. Bei Borsdauremangel wird BOR1 stetig
zwischen Endosomen und Plasmamembran recycelt (Takano et al., 2005; Kasai et al.,
2011).

Im Gegensatz zu E3 Ubiquitinligasen, flr die ca. 1500 potentielle Gene in Arabidopsis
identifiziert wurden, gibt es nur ca. 50 DUBs (Kraft et al., 2005; Stone et al., 2005;
Vierstra, 2012; Isono and Nagel, 2014). Wahrend E3 Ubiquitinligasen spezifisch mit
ihren Zielproteinen interagieren, binden DUBs an Ubiquitinketten, wodurch sie ein
breiteres Spektrum an Proteinen haben, an deren Regulation sie beteiligt sind. In
Pflanzen ist die Funktion der DUBs in der Endozytose noch wenig erforscht. Fir eine
Proteingruppe, die Metalloproteasen ASSOCIATED MOLECULE WITH THE SH3
DOMAIN OF STAM (AMSH), wurde gezeigt, dass sie in Arabidopsis Funktionen im
endosomalen Transport haben (lsono et al., 2010; Katsiarimpa et al., 2011;
Katsiarimpa et al.,, 2013; Katsiarimpa et al., 2014; Kalinowska et al., 2015). In
Arabidopsis existieren drei AMSH-Homologe (AMSH1, AMSH2 und AMSH3). AMSH2
ist eine stark verkurzte Version, welche keine Proteininteraktionsmotive besitzt.
AMSH1 und AMSHS3 interagieren Uber die MICROTUBULE INTERACTING AND
TRAFFICKING (MIT)-Doméane mit endosomalen Transport-Komponenten und sind am
vakuoldren Abbau von Membranproteinen beteiligt (Katsiarimpa et al., 2011;
Katsiarimpa et al., 2013; Katsiarimpa et al., 2014).

1.4 Integrale Plasmamembranproteine werden hauptsachlich Clathrin-
abhangig endozytiert

In Eukaryonten existieren verschiedene Mechanismen der Endozytose, wobei die
integralen Proteine an der Plasmamembran meist durch clathrin mediated endocytosis
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Abbildung 6: Die Clathrinhiille eines endozytierten Vesikels besteht aus mehreren Clathrin-Triskelen
A) Schematische Darstellung einer Clathrin-Triskele. Eine Clathrin-Triskele bildet sich aus jeweils drei clathrin
haevy chains und drei clathrin light chains, die sich zusammenfligen und hexagonale Poren bilden. B)
Strukturelle Darstellung einer kompletten Clathrinhiillle aus (Fotin et al., 2004). Deutlich zu sehen, die
hexagonalen Poren.

(CME; Clathrin-vermittelte Endozytose) internalisiert werden. Die ubiquitinylierten
Membranproteine werden in den clathrin coated vesicles (CCVs; Clathrin-umhdillte
Vesikel) aufgenommen und ins Zellinnere transportiert (McMahon and Boucrot, 2011).
Das Hullprotein Clathrin besteht aus zwei Untereinheiten, dem CLATHRIN HEAVY
CHAIN (CHC; groBe Clathrin-Untereinheit) und dem CLATHRIN LIGHT CHAIN (CLC;
kleine Clathrin-Untereinheit), die sich zu einer Triskele aus jeweils drei CHCs und drei
CLCs zusammenfligen und jeweils drei halbe Hexagone bilden (Abbildung 6A). Durch
Aneinanderlagern vieler dieser Triskelen bildet sich eine Clathrinhille (Abbildung 6B)
(Fotin et al., 2004).

Die Endozytose beginnt mit der Bildung sogenannter Nukleations-Module, Bereiche
der Plasmamembran, an welchen die Krimmung der Membran verursacht wird. An
diese Stellen in der Membran binden unter anderem Proteine, welche FER-AND-CIP4-
Homology-BIN-AMPHIPHYSIN-RVS (F-BAR)-Doméanen besitzen, Uber die sie die
Krimmung der Membran erkennen und stabilisieren (Stimpson et al., 2009; Henne et
al., 2010). Das zu endozytierende Protein wird von dem ADAPTOR PROTEIN
COMPLEX 2 (AP2) und anderen Helferproteinen erkannt und diese Proteine binden
auf dem Nukleations-Modul. AP2 rekrutiert nun Clathrin, das nicht selbst an die
Membran binden kann, um das Zielprotein herum und die Rekrutierung der Triskelen
stabilisiert die Membrangrube (Abbildung 7) (Ubersichtsartikel von (McMahon and
Boucrot, 2011)).

Das Abschniren des Vesikels ist ein mechanischer Prozess. In Vertebraten binden N-
TERMINAL-a-HELIX (N)-BAR-Doméanenproteine wie Endophilin und Amphiphysin an
den eingeschnirten Hals des Vesikels und rekrutieren die GTPase Dynamin, die
letzten Endes das Abschniiren des Vesikels verursacht, in dem auch sie sich um den
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Abbildung 7: Ein integrales Membranprotein wird durch Einstiilpen der Membran endozytiert
Schematische Darstellung der Endozytose an der Plasmamembran. Die Clathrin-vermittelte Endozytose (CME)
eines integralen Membranproteins beginnt mit der Nukleation und der Krimmung des Membranbereiches, der
das Protein umgibt. Die Krimmung wird von Proteinen hervorgerufen, die eine F-BAR-Doméane enthalten.
Wahrend die Membran gebogen wird, rekrutieren Adapterproteine (AP2) die Clathrin-Triskelen an die Membran
und diese lagern sich zu einer Hulle (Clathrinhllle) zusammen. Am Hals der entstandenen Grube lagern sich
N-BAR-Doménenproteine an, welche die Einschnirung des Halses stabilisieren und die GTPase Dynamin
rekrutieren, welche durch Konformationsanderung den Hals einschniirt und damit die Abtrennung des Clathrin-
umhdiliten Vesikels (CCV) verursacht. Nach der Abtrennung wird die Clathrinhille wieder entfernt. Dies
geschieht durch die Proteine Auxilin und Heat-shock-cognate (Hsc) 70, die gemeinsam die Clathrinhille
demontiere.

Vesikelhals legt und durch Konformationsédnderung diesen einschnurt (Abbildung 7)
(Ubersichtsartikel von (McMahon and Boucrot, 2011)). Nach der Abschniirung des
Vesikels spricht man von einem CCV. Ein CCV ist nicht in Lage, mit anderen
Endosomen zu verschmelzen, daher muss die Clathrinhtille wieder entfernt werden.

Die Disassemblierung der Clathrinmolekule wird durch das Protein Auxilin vermittelt.
Auxilin interagiert mit der ATPase HEAT SHOCK COGNATE 70 (HSC70) und der
Komplex steuert das Entfernen der Clathrinmolekile vom CCV (Abbildung 7)
(Ungewickell et al., 1995). Nach dem Entfernen der Clathrinhdille ist der Vesikel zur
Verschmelzung mit anderen Endosomen im Stande. Die CME ist unter ein- und
mehrzelligen Eukaryonten konserviert (Ubersichtsartikel von (McMahon and Boucrot,
2011)). Das Arabidopsis-Genom codiert fur zwei CHC Gene (CHC1 und CHC2) und
drei CLC Gene (CLC1- CLC3) (Baisa et al. 2013, Kitakura et al. 2011). Mutanten der
Clathrin-Untereinheiten in Arabidopsis zeigen pleiotrope Entwicklungsdefekte. chc
Nullmutanten zeigen schwere Defekte in der Kotyledonen-Organogenese und in den
Embryos wurde eine abnorme Zellteilung beobachtet (Kitakura et al., 2011). Diese
Defekte sind auf eine beeintrachtigte Endozytose verschiedener
Plasmamembranproteine zuriickzufiihren. Auch Uberexpression einer dominant-
negativen Form von CHC, die nicht in der Lage ist einen Komplex mit CLC zu bilden,
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zeigt starke Beeintrachtigung in der Endozytose (Liu et al., 1995; Liu et al., 1998;
Kitakura et al., 2011). Analysen der clc Mehrfachmutanten zeigten ebenfalls schwer
beeintrachtigte Endozytose und pleiotrope Entwicklungsdefekte (Wang et al., 2013).
Die schweren Defekte der Clathrinmutanten zeigen, wie essentiell die Clathrin-
vermittelte Endozytose in Pflanzen ist. Auch der AP2 Komplex ist in Arabidopsis
konserviert. Die Mutanten von AP2A1 und AP2M, die jeweils als eine der groBen und
eine der kleinen AP2-Untereinheiten identifiziert wurden zeigen verschiedene Defekte
in der Blutenentwicklung und der Samenproduktion und eine abnorme Phyllotaxis, mit
veranderter Anzahl an Blattern und Seitendsten sowie verkleinerte Blattoberflachen
und kirzere Wurzelhaare (Kim et al., 2013; Yamaoka et al., 2013).

Neben des AP2-Komplexes existiert in Pflanzen ein weitere, pflanzenspezifischer
Adapterkomplex, der TPLATE COMPLEX (TPC), der eine wichtige Rolle bei der
Initiierung der CME spielt und mit Clathrin, AP-2 und DRPs interagiert (Gadeyne et al.,
2014). Mutationen seiner Komponenten zeigen Stérungen in der Samenentwicklung
(Gadeyne et al., 2014). In Arabidopsis existieren sechs DYNAMIN RELATED
PROTEINS (DRPs) und unter diesen kolokalisieren DRP1C, DRP2A und DRP2B mit
Clathrin und scheinen in der CME eine Rolle zu spielen (Fujimoto et al., 2010; Fujimoto
and Tsutsumi, 2014). In Arabidopsis existiert auch ein Auxilin-&hnliches Protein, das
ebenfalls in der CME beteiligt zu sein scheint (Lam et al., 2001).

Eine Gruppe von BAR-Doméanenproteinen, die SRC HOMOLOGY 3 (SH3) DOMAIN
CONTAINING PROTEINS (SH3Ps), welche im Endomembrantransport involviert sind,
wurde ebenfalls in Arabidopsis identifiziert (Lam et al., 2001, 2002; Zhuang et al., 2013;
Ahn et al., 2017). SH3P2 ist in der Lage Membranen zu krimmen und es spielt eine
Rolle in der Autophagie und in der Zellplattenformierung (Zhuang et al., 2013; Ahn et
al., 2017).

1.5 Die endosomal sorting complexes required for transport (ESCRTS)
koordinieren den endosomalen Transport

Nach der Endozytose des Transmembranproteins, beginnt der Transport des Proteins
in Endosomen zur Vakuole, wo der Abbau der Cargos durch die vakuolaren Proteasen
stattfindet. Der endosomale Transport wird von den ESCRTs koordiniert
(Ubersichtsartikel von (Henne et al., 2011)). ESCRT ist ein System, das schon friih in
der Evolution auftauchte und auch in vereinfachter Form in Prokaryonten existiert. In
Archaeen gibt es zwei ortholge ESCRT-Proteine, die eine wichtige Funktion in der
Zellteilung haben (Lindas et al., 2008; Samson et al., 2008). Die ESCRT-Proteine
entstanden sehr friih im evolutiondren Stammbaum der Archaeen und wurden in
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Abbildung 8: Die ESCRTSs koordinieren den endosomalen Transport

ESCRT-0 und andere Ubiquitin-Adapterproteine erkennen die ubiquitinylierten Cargos an der Plasmamembran
und leiten diese der nachgeschalteten ESCRT-Maschinerie zu. ESCRT-I Gibernimmt das ubiquitinylierte Cargo
an den frihen Endosomen und durch Interaktion mit ESCRT-II wird das Cargo weitergegeben. ESCRT-II
rekrutiert die Untereinheiten von ESCRT-III aus dem Zytosol an die endosomale Membran und der Komplex
wird gebildet. ESCRT-III internalisiert die Cargos in die Intraluminal Vesicels (ILV) der MVBs und wird durch
Aktivitdt der AAA-ATPase SKD1 aufgelést und die Untereinheiten werden wieder ins Zytosol entlassen.
Modifiziert aus (Isono and Kalinowska, 2017).

spateren Archaeen durch die klassische Zellteilungsmaschinerie ersetzt, die auch in
anderen Prokaryonten zu finden ist (Lindas et al., 2008). Uber die Zeit und wahrend
der Entwicklung von einzelligen zum vielzelligen Organismen entwickelten sich die
Komplexe weiter und neue Komplexe und Untereinheiten kamen hinzu. Auch in der
eukaryontischen Zellteilung iben ESCRTs immer noch Funktionen aus. In Vertebraten
sind ESCRTs an der Abschnirung und Bildung der filamentdsen Mikrotubuli-Spindel
beteiligt, durch welche die beiden Tochterzellen voneinander getrennt werden (Caballe
and Martin-Serrano, 2011; Elia et al., 2011). In der Pflanzenzelle erfolgt der Prozess
der Zellteilung im Allgemeinen auf anderem Weg. In der pflanzlichen Zelle bildet sich
eine expandierende Teilungsebene, die Zellwandplatte, an der Plasmamembran und
Zellwand entstehen. Es findet hierbei keine Ein- bzw. Abschnlrung wie in anderen
Zellen statt.

Im endosomalen Transport leitet die ESCRT-Maschinerie die Cargos durch Bindung
der Ubiquitinketten und Interaktionen untereinander, von einem Komplex zum
nachsten weiter, bis das Cargo in die ILVs der MVBs eingestulpt wird. In Metazoen
und vielen Pilzen existieren vier dieser Komplexe, ESCRT-0, -I, -Il und —lll. In
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Abbildung 9: Neben ESCRT-0 erkennen weiterer Ubiquitin-Adapter die Cargos an der Plasmamembran
Die Schematischen Abbildungen zeigen das unterschiedliche Vorkommen der Ubiquitin-Adapter an der
Plasmamembran (PM) und an Clathrin-umhdtillten Vesikeln (CCVs) in Saugern, Backerhefe und Pflanzen. A)
Ubiquitin-Adapterproteine in Mammalia. Neben ESCRT-0 agieren auch noch TOM1 Proteine, GGAs und ALIX
in der Erkennung von ubiquitinylierten Proteinen an der Plasmamembran. B) In Hefen existieren keine
Orthologe der TOM1 Proteine, aber sowohl GGAs, wie auch ein Homolog fiir ALIX, das Bro1p Protein, agieren
neben ESCRT-0. C) In Pflanzen ist das Erkennen von ubiquitinylierten Cargos an der Plasmamembran und an
den CCVs weitestgehend noch unverstanden. Es gibt in Pflanzen keine Homologe der ESCRT-0
Untereinheiten. Die TOLs, die Homologen von TOM1, sind fur den endosomalen Transport von PIN2 wichtig
(Korbei et al., 2013). Arabidopsis besitzt auch ein ALIX-Homolog. Bislang wurde hierfiir nur gezeigt, dass es an
spaten Endosomen eine Funktion hat (Kalinowska et al., 2015). Ein Y2H-Screeningverfahren zeigt ALIX jedoch
als potenziellen Interaktionspartner von VPS23 und es bindet K63-Ubiquitinketten (Richardson et al., 2011). Es
kénnte also eine Funktion im frihen endosomalen Transport haben.

Landpflanzen, einigen Schleimpilz- und manchen Hefearten fehlit ESCRT-0 (Abbildung
8) (Leung et al. 2008, Paez Valencia et al. 2016).

ESCRT-0 ist ein Heterodimer, das in Saugetieren aus HEPATOCYTE GROWTH
FACTOR-REGULATED TYROSINE KINASE SUBSTRATE (HRS) und SIGNAL
TRANSDUCING ADAPTOR MOLECULE (STAM) (in der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae: VACUOLAR PROTEIN SORTING 27 [Vps27p] und HAS SYMPTOMS OF
CLASS-E MUTANTS1 [Hse1p]) besteht. ESCRT-O0 ist der erste ESCRT, welcher die
ubiquitinylierten Cargos bindet und der nachgeschalteten ESCRT-Maschinerie zufiihrt,
indem es ESCRT-I an die Endosomen rekrutiert (Bache et al., 2003; Katzmann et al.,
2003; Henne et al.,, 2011). Die Funktion, ubiquitinylierte Cargos an der
Plasmamembran zu binden und der ESCRT-Maschinerie zuzuleiten, ist nicht
ausschlieBlich ESCRT-0 vorbehalten (Ubersichtsartikel von (Shields and Piper,
2011)).

In Saugetieren existieren neben ESCRT-0, auch die Proteine TARGET OF MYB 1
(TOM1), TOM1-like (TOM1L) 1 und -2 und GOLGI-LOCALIZED, vy-EAR-
CONTAINING, ADP-RIBOSYLATION-FACTOR-BINDING PROTEINS (GGAs)
(Abbildung 9A), die ebenfalls die Fahigkeit haben, ubiquitinylierte Cargos zu binden
und durch Interaktion mit ESCRT-I der ESCRT-Maschinerie zuzufiihren (Katoh et al.,
2004; Puertollano and Bonifacino, 2004; Prag et al., 2005; Puertollano, 2005; Liu et

20



Einleitung

al., 2009; Shields and Piper, 2011). Das Arabidopsis Genom kodiert fur neun TOM-
LIKE PROTEINS (TOLs; TOM-ahnliche Proteine), welche redundante Funktion haben
(Winter and Hauser, 2006; Korbei et al., 2013). Orthologe fir GGAs wurden in
Arabidopsis nicht gefunden (Abbildung 9B und C).

ALG-2-INTERACTING PROTEIN X (ALIX) in Saugetieren (Bck1p-like resistance to
osmotic shock 1 [Bro1p] in Hefen), ist ebenfalls ein Ubiquitin-Adapter, der
ubiquitinylierte Proteine bindet und mit der ESCRT-Maschinerie interagieren kann
(Abbildung 9A und B) (Morita et al., 2007; Dowlatshahi et al., 2012; Pashkova et al.,
2013; Cardona-Lopez et al., 2015). In Pflanzen existiert ein Ortholog von ALIX, flr das
gezeigt wurde, dass es auf spaten Endosomen lokalisiert und flr die Rekrutierung von
AMSHS zu den MVBs essentiell ist (Kalinowska et al., 2015). Das ALIX-Homolog in
Arabidopsis ist auch in der Lage, K63-gekoppelte Ubiquitinketten zu binden und in
einem Hefe-Zwei-Hybrid (yeast two-hybrid [Y2H])-Test zeigte sich die Interaktion von
ALIX mit ESCRT-Komponenten (Richardson et al., 2011; Kalinowska et al., 2015). Es
ist durchaus denkbar, dass auch das pflanzliche ALIX eine Funktion an CCVs oder
den frihen Endosomen austiben kann (Abbildung 9C).

ESCRT-I in Arabidopsis besteht aus drei Untereinheiten, VPS23/ELCH, VPS28 und
VPS37, fur die jeweils zwei Isoformen vorliegen. VPS23 interagiert und kolokalisiert
mit dem Protein Fab1, YOTB, Vac1, and EEA1 (FYVE) DOMAIN- CONTAINING
PROTEIN/ FYVE DOMAIN PROTEIN REQUIRED FOR ENDOSOMAL SORTING 1
(FYVE1/FREE1), einem Protein, das im endosomalen Transport und der Vakuolen-
Biogenese wichtig ist (Gao et al., 2014; Gao et al., 2015; Kolb et al., 2015; Belda-
Palazon et al., 2016). Uber die Untereinheit VPS28 interagiert ESCRT-I mit anderen
Komponenten von ESCRT-Il und -lll interagieren und kénnte ESCRT-Il zur
endosomalen Membran rekrutieren (Winter and Hauser, 2006; Richardson et al., 2011;
Shabhriari et al., 2011).

ESCRT-II besteht ebenfalls aus drei Untereinheiten, VPS22, VPS25 und VPS36, wie
ESCRT-I. Die ESCRT-Il Untereinheit VPS25 interagiert mit der ESCRT-III Untereinheit
VPS20 und in Hefe wurde gezeigt, dass diese Interaktion die Assemblierung der
ESCRT-IlI-Untereinheiten auf der endosomalen Membran initiiert (Teo et al., 2004;
Winter and Hauser, 2006; Richardson et al., 2011; Shahriari et al., 2011; Henne et al.,
2013).

ESCRT-III ist fur die Internalisierung der Cargos in die ILVs der MVBs und die
Einstllpung dieser Vesikel essentiell. ESCRT-III in Arabidopsis besteht aus VPS2,
SUCROSE NON-FERMENTING 7 (SNF7), VPS20, VPS24, VPS46/CHARGED
MULTIVESICULAR BODY PROTEIN 4 (CHMP1) und VPS60, von denen meist zwei
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oder drei Isoformen im Arabidopsis Genom vorliegen (Winter and Hauser, 2006; Gao
et al., 2017). Studien in Hefe haben gezeigt, dass nach Rekrutierung von VPS20 die
Polymerisierung und Bildung einer filamentdsen Spirale von SNF7 ausgeldst wird,
welche von VPS24 und VPS2 abgedeckt und so der Kernkomplex von ESCRT-III
gebildet wird. VPS46 und VPS60 sind ESCRT-IlIl assoziierte Proteine, welche
regulatorische Funktion auf den Komplex haben kdnnen (Winter and Hauser, 2006;
Spitzer et al., 2009). Ein weiteres ESCRT-IIl assoziiertes Protein ist die AAA-ATPASE
SUPPRESSOR OF K+ TRANSPORT GROWTH DEFECT 1 (SKD1) (Abbildung 8).
Diese bewirkt die Disassemblierung von ESCRT-III. Erst nach Auflésung von ESCRT-
[Il kann die Einstilpung der ILVs in das innere Lumen der MBVs erfolgen (Haas et al.,
2007; Shabhriari et al., 2010).

1.6 Erkennung und Bindung von Ubiquitin spielt eine essentielle Rolle im
endosomalen Membrantransport in Pflanzen

Eine Schllsselfunktion im Transport der Frachtproteine zur Vakuole ist das Erkennen
und Binden der ubiquitinylierten Proteine. UBDs kdnnen verschiedenste Strukturen
zeigen. Auch die Ubiquitin-bindenden Proteine im endosomalen Transport haben
einige unterschiedliche Ubiquitin-bindende Motive (Abbildung 10). Viele der UBDs,
welche bei der Erkennung der ubiquitinylierten Proteine an der Plasmamembran
beteiligt sind, zeigen a-Helix-Strukturen. Diese sind meist in Lage, zwei
Ubiquitinmolekule gleichzeitig zu binden, was zu einer erhdhten Affinitat und Spezifitat
fuhren kdnnte. Ebenso ist es aufféallig, dass solche Ubiquitin-Adapterproteine oft
mehrere UBDs tragen, auch das kdnnte die Affinitat der Ubiquitin-Bindung erhéhen
(Ubersichtsartikel von (Husnjak and Dikic, 2012)).

Die Familie der TOM-Proteine enthalten zwei a-Helix-UBDs, eine GGAs AND TOM
(GAT)-Doméne und eine VPS27/HRS/STAM (VHS)-Domane (Misra et al., 2000;
Akutsu et al., 2005). Auch die V-Domane des Ubiquitin-Adapters Bro1p aus Hefe ist
eine aus oa-Helices bestehende UBD (Pashkova et al., 2013). Fur die pflanzlichen
Orthologe TOL6 und ALIX wurde gezeigt, dass sie Ubiquitin binden kénnen. (Korbei
et al., 2013; Kalinowska et al., 2015). ALIX interagierte im Y2H-Test mit VPS23, es
wurde allerdings noch nicht gezeigt, ob es auch eine Funktion mit ESCRT-I im friihen
endosomalen Transport hat (Richardson et al., 2011). Die TOL Proteine in Arabidopsis
sind far den endosomalen Transport des Auxintransporters PIN2, welcher
kontinuierlich ubiquitinyliert und recycelt wird, notwendig (Korbei et al., 2013).

Die ESCRT-I Untereinheit VPS23 ist mit seiner Ubiquitin E2 variant (UEV)-Doméne
die Ubiquitin-bindende Untereinheit von ESCRT-I und kann Uber diese Doméne
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Abbildung 10: Strukturdarstellungen verschiedener Ubiquitin-bindender Doménen (UBDs) in Pflanzen
UBDs mit alpha-Helices, wie die GGAs AND TOM (GAT)-Doméne (PDB 1WRD), die VPS27/HRS/STAM (VHS)-
Domaéne (PDB 1ELK) und die V-Doméne (PDB 4JIO) sind in den ESCRT-0 Untereinheiten und in anderen
Ubiquitin-Adaptern wie den TOM1-Proteinen, den GGAs und in ALIX/Bro1p zu finden, die als erste die
ubiquitinylierten Proteine von der Plasmamembran erkennen, binden und konzentrieren. ESCRT-I und ESCRT-
Il haben UBDs mit weniger starker Affinitét, die Ubiquitin E2 variant (UEV)-Doméane (PDB 1KPP), eine nicht-
konjugierende Doméane aus E2 und die GRAM-/LIKE UBIQUITIN-BINDING IN EAP45 (GLUE)-Doméne. Einen
weitere Ubiquitin-bindende Doméne ist die Src Homology 3 (SH3)-Doméane (PDB 1Z9Z). Pinke Bereiche zeigen
alpha-Helices, gelbe Bereiche beta-Faltblattstruktur.

ubiquitinylierte Cargos binden (Spitzer et al., 2006). Die UEV in VPS23 kann durch das
Fehlen des Cysteins im aktiven Zentrum keine konjugierende Funktion ausulben,
sondern hat nur die Fahigkeit zur Ubiquitin-Bindung. VPS23 gibt das ubiquitinylierte
Cargo an ESCRT-Il weiter. Die GRAM-/LIKE UBIQUITIN-BINDING IN EAP45 (GLUE)-
Doméne von Arabidopsis VPS36 ist ausreichend, um in vitro Monoubiquitin zu binden
(Wang et al., 2017). Eine weitere Ubiquitin-bindende Doméne ist die SH3-Doméane
(Stamenova et al., 2007; Hurley, 2008; Ortega Roldan et al., 2013). Bislang wurde flr
SH3-Domaénen-enthaltende Proteine in Pflanzen noch keine Funktion als Ubiquitin-
bindende Proteine gezeigt. ESCRT-III ist der einzige unter den ESCRTSs, der keine
Ubiquitin-bindende Domane besitzt.
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1.7 ESCRTs und andere endosomale Transport-Proteine haben wichtige
physiologische Funktionen in Arabidopsis

Nicht nur auf molekularer und zellulérer Ebene zeigen sich die Auswirkungen und die
Relevanz des endosomalen Transports in Pflanzen. Viele der Mutanten der im
endosomalen Transport beteiligten Gene zeigen schwere Wachstums-Defizite und
Entwicklungsstérungen. Die flinffache Mutante tol2/tol3/tol5/tol6/tol9 (tol(Q)), zeigt
schwere morphologische Defekte wie Zwergwlchsigkeit, verénderte Blatt- und
Blutenmorphologie und sie hat Defekte bei der Auxin-Verteilung in der Wurzel (Korbei
et al., 2013).

Die ESCRT-I Untereinheit VPS23.1 wurde in Arabidopsis zuerst als das ELCH Gen
identifiziert. Die elch Mutante zeigte zytokinetische Defekte in Trichomen und auch in
anderen Zellen der Mutanten wurden multiple Nuclei gefunden. (Spitzer et al., 2006).
Dies und unvollstandige Zellwande deuteten auf die Wichtigkeit des endosomalen
Transports und der Funktion von ESCRT-I in der Zellteilung hin. Die Mutanten der
ESCRT-II Untereinheiten vps36.1 und vps36.2 zeigen schon als Einzelmutanten sehr
starken Phanotypen mit pleiotropischen Entwicklungsdefekten (Wang et al., 2017). Die
Mutation ruft Embryo- oder Keimlingsletalitat hervor und fuhrt zu schweren
Zellentwicklungsdefekten sowie Defekten in der Organisation des apikalen
Wourzelmeristems und Stérung in der Verteilung von PIN1 und Auxin im embryonalen
Stadium (Wang et al., 2017). Des Weiteren wurde gezeigt, dass in vps36 der Transport
zur Vakuole und die Bildung von MVBs gestort ist (Wang et al., 2017).

Auch Mutanten der ESCRT-IlI-Untereinheiten zeigen schwere Defizite in der
Entwicklung. Die homozygote Mutante von vps2.1 fuhrt zu Embryoletalitat. Die
Uberexpression des C-terminalen GREEN FLUORESCENCE PROTEIN (GFP)-
Fusionsproteins 35Spro:VPS2.1-GFP ist kleinwichsig und zeigt eine verfrihte
Seneszenz sowie Defekte in der Autophagie (Katsiarimpa et al., 2011; Katsiarimpa et
al., 2013). Ein kompletter Gen-Knockout der beiden Homologen chmp1a und chmp1b
zeigt ebenfalls Entwicklungsstérungen im Embryonalstadium und bei homo-
/heterozygoten Keimlingen zeigt sich Bildung multipler Kotyledonen, Anhaufungen von
Stomata auf der Blattoberflaiche und schwere Entwicklungsdefekte in Wurzel- und
Sprossarchitektur (Spitzer et al., 2009). Die Lokalisation der Auxintransporter PIN1,
PIN2 und AUXIN-RESISTANT 1 (AUX1) ist in chmp1a/chmp1b gestért (Spitzer et al.,
2009). In Arabidopsis fiihrt die Uberexpression einer mutierten, inaktiven Form der
ESCRT-IIl assoziierten AAA-ATPase SKD1, der SKD1(E232Q) Variante, zu einem
dominant-negativen Effekt und die Folge sind schwere zellularen Defekten und eine
Ansammlung von vergréBerten MBVs, was schlieBlich zu einer starken Einschrankung
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in der Entwicklung fuhrt (Haas et al., 2007; Shahriari et al., 2010; Paez Valencia et al.,
2016).

Auch Analysen der Nullmutanten des ESCRT-assoziierte DUBs amsh3 in Arabidopsis
zeigten schwere Entwicklungsdefekte, Keimlingsletalitdt und die Akkumulation
ubiquitinylierter Proteine in der Membranfraktion, was die Bedeutsamkeit von DUB
Funktionen in der Endozytose deutlich macht (Isono et al. 2010, Katsiarimpa et al.
2014). Fur ALIX wurde eine Funktion in der Rekrutierung von AMSH3 zu spéaten
Endosomen oder MVBs gezeigt. Wie viele der ESCRT-Mutanten, bzw. Mutanten
ESCRT-assoziierter Proteine, sind auch die alix Mutanten weiB3, keimlingsletal und
haben Defekte in der Vakuolenbiogenese (Kalinowska et al., 2015).

Im Allgemeinen zeigen die Phanotypen der Mutanten von ESCRT-Untereinheiten und
ESCRT-assoziierten Komponenten schwere morphologische und zelluldre Defekte
und sind oft letal. Die Phanotypen demonstrieren die Relevanz des ESCRT-
abhangigen endosomalen Transports in der Entwicklung und wahrend des ganzen
Lebenszyklus der Pflanzen.

1.8 Zielsetzung dieser Arbeit.

Da AMSH-Proteine in Saugetieren als Proteine identifiziert wurden, die mit SH3-
Domanen interagieren, war es zum einen das Ziel dieser Arbeit, die Wechselwirkung,
zwischen AMSH-Proteinen und SH3-Domanen-enthaltenden Proteinen in Arabidopsis
zu testen, um physiologische Funktionen von AMSH3 zu verstehen.

In Arabidopsis wurde gezeigt, dass die TOL-Proteine eine Funktion als Ubiquitin-
Adapter haben und fir den endosomalen Transport essentiell sind (Korbei et al.,
2013). Da in anderen Organismen mehrere Ubiquitin-Adapterproteine neben einander
fungieren, besteht die Annahme, dass auch in Pflanzen mehrere Ubiquitin-Adapter
vorhanden sein kénnten und dass SH3-Domanen-Proteine diese Funktion ausiben
kbnnten. Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es daher, die molekulare und
physiologische Funktion der SH3-Doménen-Proteine in Arabidopsis aufzuklaren.
Mittels verschiedener genetischer, biochemischer und zellbiologischer Analysen
wurde unter anderem das Protein SH3P2 in Arabidopsis untersucht und als
potenzieller Ubiquitin-Adapter identifiziert.
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2 Ergebnisse

2.1 AMSH3 interagiert mit SH3 DOMAIN-CONTAINING PROTEIN 2
(SH3P2) und ESCRT-I

Voran gegangene Arbeiten in unserem Labor zeigten wiederholt, dass AMSH3 mit
ESCRT-IIl Untereinheiten interagiert und auf spaten Endosomen bzw. MVBs lokalisiert
(Katsiarimpa et al., 2011; Katsiarimpa et al., 2014; Kalinowska et al., 2015). Die
humanen AMSH-Proteine wurden als DUBs identifiziert, die sowohl an MVBs als auch
im frihen endosomalen Transport eine Rolle spielen und mit der SH3-Doméne der
ESCRT-0 Untereinheit STAM interagieren (Tanaka et al., 1999; Agromayor and
Martin-Serrano, 2006; Kyuuma et al., 2007).

2.1.1 AMSHS3 interagiert mit SH3P2 im Hefe-Zwei-Hybrid-Test und direkt im in
vitro Affinitatstest

Um heraus zu finden, ob das pflanzliche AMSH3 ebenfalls mit SH3-Domaéanen-
enthaltenden Proteinen interagieren kann, wurde dessen Affinitat zu SH3P2 analysiert,
von welchem bereits gezeigt wurde, dass es in intrazellularen Transportwegen eine
Rolle zu spielen scheint (Zhuang et al., 2013; Gao et al., 2015; Kolb et al., 2015). Um
die Affinitat beider Proteine zueinander zu testen, wurde zuerst ein Y2H-Test
durchgefihrt. Hierbei wurde die Interaktion zwischen Gal4 DNA binding domain
(GBD)-AMSH3(AXA), einer enzymatisch inaktiven Version von AMSH3 mit einer
Aminosauresubstitution in der MPN+-Domane (Isono et al., 2010) und Gal4 activation
domain (GAD)-SH3P2 getestet. Wie am Wachstum der Hefen in Abbildung 11A zu
sehen, interagierten GAD-SH3P2 und GBD-AMSH3(AXA). Die Interaktion beider
Proteine miteinander konnte in einem in vitro Affinitatstest mit den rekombinant
exprimierten und aufgereinigten Fusionsproteinen maltose binding protein (MBP)-
SH3P2 und glutathion-S-transferase (GST)-AMSHS als direkte Interaktion verifiziert
werden (Abbildung 11B). Die ESCRT-III Untereinheit GST-VPS2.1 interagierte nicht
mit MBP-SH3P2 im in vitro Affinitatstest und diente somit als negative Kontrolle. In
humanen AMSH wurde eine spezifische Bindestelle fir STAM identifiziert, die in den
pflanzlichen AMSH-Proteinen fehlt. Obwohl AMSH3 diese Bindestelle nicht enthélt,
scheint die Affinitat zu SH3-Doméanen konserviert zu sein.

Interaktoren von DUBs haben oft Einfluss auf deren Enzymaktivitat. Die Interaktion mit
STAM beispielweise steigert die DUB-Aktivitdt von humanem AMSH (McCullough et
al., 2006). In einer fluoreszenzbasierten in vitro Deubiquitinylierungsanalyse wurde die
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Abbildung 11: SH3P2 interagiert mit AMSH3, ohne dessen Enzymaktivitét zu beeinflussen.

A) Y2H-Interaktionsstudie der Volllangenproteine AMSH3 und SH3P2. Hefetransformanten wurden jeweils auf
Medium angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH)
versetzt mit 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervektoren
dienten als negative Kontrollen. B) In vitro Affinitatstest der Volllangenproteine GST-VPS2.1, GST-AMSH3 und
MBP-SH3P2 zur Untersuchung einer direkten Interaktion zwischen den beiden Proteinen. GST-VPS2.1 diente
als negative Kontrolle, 80 pmol Protein wurde in dquimolarer Menge eingesetzt. C) Schematische Darstellung
der fluoreszenzbasierten in vitro Deubiquitinylierungsanalyse. Ein Di-Ubiquitinmolekdil (Di-UB), gekoppelt mit je
einem TAMRA-Fluorophore und einem Quencher, wird durch DUB-Aktivitdt zu Monoubiquitin gespalten und die
Zunahme der Fluoreszenz kann Uber die Zeit gemessen werden. D) Analyse der DUB-Aktivitat Gber die Zeit.
Die grline Linie zeigt die Enzymaktivitdt von AMSH3 in vitro, beim Spalten von K63-Di-Ubiquitin ohne Zugabe
andere Proteine. Die jeweils dunkelgraue und rosa Linie zeigen die Enzymaktivitdt von AMSH3 mit
entsprechender Zugabe von GST oder GST-SH3P2. Die hellgraue Linie zeigt die Grundfluoreszenz von K63-
Di-UB-TAMRA.

Enzymaktivitdt von AMSH3 untersucht. Bei diesem Verfahren wurden kommerziell
erhaltliche Di-Ubiquitinmolekule hydrolysiert, die jeweils mit einem TAMRA-Fluorophor
an einem Ubiquitinmolekil und einem Fluoreszenzléscher (Quencher) am zweiten
Ubiquitinmolekul gekoppelt waren. Durch DUB-AKktivitdt wird das Di-Ubiquitin zu
Monoubiquitin gespalten und somit der Fluorophor vom Quencher getrennt und die
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Enzymaktivitdt konnte anhand der zunehmenden Fluoreszenz gemessen werden
(Abbildung 11C). Die Grafik in Abbildung 11D zeigt, dass AMSH3 in diesem System
das TAMRA-gekoppelte K63-Di-Ubiquitin spalten konnte (griine Linie, AMSHS allein),
allerdings wurde in Anwesenheit von SH3P2 keine verénderte Enzymaktivitat von
AMSH3 beobachtet (Linie in Magenta, AMSH3 + GST-SH3P2). GST alleine (graue
Linie) diente in diesem Fall als negative Kontrolle sowie die puren TAMRA-markierten
K63-Di-Ubiquitin-Molekule (hellgraue Linie), durch welche die Hintergrundfluoreszenz
bestimmt wurde. Es zeigte sich also, dass die Interaktion zu SH3P2 in vitro keinen
Einfluss auf die Enzymaktivitdt von AMSH3 hat. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass zuséatzliche Komponenten in der Pflanze existieren, wie andere
Interaktionspartner, die eine essentielle Rolle spielen kbnnen, um die Enzymaktivitat
zu beeinflussen.

2.1.2 Die drei homologen SH3 DOMAIN-CONTAINING PROTEINS (SH3Ps)
interagieren unterschiedlich mit den drei AMSH-Proteine aus Arabidopsis

Das Arabidopsis Genom codiert jeweils flr drei homologe AMSH-Proteine (AMSH1,
AMSH2 und AMSH3) sowie fur drei homologen SH3 DOMAIN-CONTAINING
PROTEINS (SH3Ps). Die homologen SH3P1, SH3P2 und SH3P3 teilten sich friih im
evolutiondren Stammbaum und haben eine Ahnlichkeit inrer Aminoséurensequenz von
nur 42 %, was darauf hindeuten kdnnte, dass sie spezifische Funktionen ausiben
kénnen (Dr. Chie Tsutsumi (Nagel et al., 2017)). Auch AMSH1 und AMSH3 sind keine
Genduplikationen, sondern in mehreren Spezies konserviert (Katsiarimpa et al., 2013).
Sie teilen sich nur 47 % Sequenzéhnlichkeit und zeigen ein unterschiedliches
Interaktionsmuster mit den ESCRT-Ill Untereinheiten, was auf unterschiedliche
physiologische Funktionen hindeutet (Katsiarimpa et al., 2013).

Um heraus zu finden, ob die SH3Ps mit allen AMSH-Proteinen interagieren kénnen,
wurden diese im Y2H getestet. In diesem Y2H wurde der Hefe-Stamm Y190 (eine
Adeninmangelmutante) verwendet, bei welchem eine positive Interaktion an der
Rotfarbung der Kolonien zu erkennen ist, die durch die Anreicherung eines
Zwischenmetabolits im Adenin-Syntheseweg hervorgerufen wird. Wie in Abbildung
12A zu sehen, interagierte SH3P1 mit keinem der AMSH-Proteine. Wahrend SH3P2
und SH3P3 mit AMSH1 interagierten, war fir SH3P2 nur eine Interaktion mit AMSH3
zu beobachten. Mit AMSH2 interagierte keines der drei SH3Ps. AMSH2 ist eine stark
verkirzte Version von AMSH, eventuell fehlt hier die Interaktionsstelle fir SH3Ps. Fir
AMSH3 wurde hier die inaktive AMSH3(AXA)-Version verwendet, da das wildtypische
GBD-AMSHS in den Hefen Autoaktivitat zeigte.
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Abbildung 12: Die Interaktion zwischen AMSH-Proteinen und SH3-Doménen-enthaltenden Proteinen
(SH3Ps) scheint spezifisch zu sein

A) Y2H-Interaktionsstudie der GBD-fusionierten Volllangenproteine AMSH1, AMSH2 und AMSH3(AXA) mit den
drei GAD-fusionierten homologen SH3Ps. B) Y2H-Interaktionsstudie der Vollldngenproteine GBD-
AMSH3(AXA) und GBD-SH3P2 mit GAD-Auxilin-like protein. Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium
angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit
5 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als
negativ-Kontrollen. C) Die Expression der Fusionsproteine wurde mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine
wurden aus den Hefezellen, die fir den Y2H verwendet wurden, extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD
und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert.
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Das unterschiedliche Interaktionsmuster im Y2H lasst auf verschiedene Funktionen
von SH3P1 und den anderen beiden SH3Ps schlieBen. In der Literatur wurde flr
SH3P1 eine Interaktion mit dem Auxilin-ahnlichen Protein, Auxilin-like protein, aus
Arabidopsis gezeigt (Lam et al., 2001). Daher wurde auch die Interaktion von AMSH3
und SH3P2 mit dem Auxilin-dhnlichen Protein getestet. Wéahrend fir AMSH3 keine
Interaktion zu sehen war, interagierte SH3P2 mit dem Auxilin-dhnlichen Protein
(Abbildung 12B).

Die Expression der Fusionsproteine in Hefe wurde mittels Westernblot kontrolliert, um
auszuschlieBen, dass negative Ergebnisse auf fehlende Expression zurtckzufihren
waren. Die Proteine wurden hierfir aus den Hefezellen extrahiert und mittels
Antikérper gegen GBD und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert (Abbildung 12C). Im Fall
der Doppeltransformation von SH3P2 und dem Auxilin-ahnlichen Protein konnte GBD-
SH3P2 nicht detektiert werden (Abbildung 12C rechts). Da die Rotfarbung der Hefen
aber eindeutig eine Interaktion anzeigte, kann davon ausgegangen werden, dass
GBD-SH3P2 exprimiert wurde und eventuell ein Abbau des Proteins stattgefunden hat.
Die Interaktion zwischen SH3P2 und dem Auxilin-dhnlichen Protein in Hefe kénnte auf
eine Funktion von SH3P2 in der CME hindeuten.

Die Frage war nun, haben SH3P2 und AMSH3 eine gemeinsame Funktion im
endosomalen Transportweg und an welchem Punkt spielen diese eine Rolle.

2.1.3 SH3P2 lokalisiert mit AMSH3 in SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten

Fir AMSH3 wurde gezeigt, dass es auf spaten Endosomen lokalisiert und mit ESCRT-
[l Untereinheiten interagiert (Katsiarimpa et al., 2011). Um die Funktion der Interaktion
zwischen AMSH3 und SH3P2 im vakuolaren Transport zu untersuchen, wurden
Lokalisationsstudien in Protoplasten durchgefihrt und nach einer Lokalisation auf
spaten Endosomen geschaut. Die Protoplasten wurden hierzu mit den Konstrukten
355pro:SH3P2-GFP und AMSH3pro:mCherry-AMSH3 doppeltransformiert und die
Lokalisation der Fusionsproteine in Koexpression mit der AAA-ATPase SKD1 (WT)
und deren enzymatisch inaktiven Version SKD1(E232Q[EQ]) untersucht. Da die
Expression der inaktiven Version von SKD1 in Pflanzen zu einem dominant-negativen
Effekt fihrt und toxisch ist, ist es nicht mdglich mit stabil transformierten Pflanzenlinien
zu arbeiten, die SKD1(EQ) exprimieren (Haas et al. 2007). Daher wurde hier auf die
transiente Expression in Protoplasten aus einer Arabidopsis Wurzelzellkultur
zuruckgegriffen.
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Abbildung 13: AMSH3 und SH3P2 lokalisieren in SKD1 (EQ)-induzierten Kompartimenten

A) Schematische Abbildung eines SKD1(EQ)-induzierten Kompartiments. Durch die EQ-Mutation in der AAA-
ATPase SKD1 kann das Demontieren von ESCRT-III nicht stattfinden, was zu einer Akkumulation von ESCRT-
Il auf vergréBerten multivesicular bodys (MVB) flhrt, die im Text SKD1(EQ)-induzierten Kompartimente
genannt werden. B) AMSH3pro:mCherry-AMSH3 und 35Spro:SH3P2-GFP wurden in Arabidopsis
Waurzelzellprotoplasten exprimiert, zusammen mit SKD1(WT) und SKD1(EQ) und unter dem Konfokalmikroskop
untersucht. Die Expression von SKD1(EQ) fuhrt zur Akkumulation von MVBs. mCherry-AMSH3 und SH3P2-
GFP kolokalisieren in diesen sogenannten SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten. Vesikel die fur beide
Signale positiv waren, Griin und Magenta, sind weiB dargestellt.

In Hefen wurde erstmals gezeigt, dass die Uberexpression der AAA-ATPase
Vps4(E233Q) dazu fuhrt, dass ESCRT-III nicht mehr demontiert wird und an den MVBs
akkumuliert, was die Bildung sogenannter Class-E-Kompartimente ausldst (Babst et
al., 1997; Babst et al., 1998). Auch in Pflanzen kommt es durch Uberexpression von
SKD1(EQ) zu einer Akkumulation und VergréBerung von MVBs, allerdings nicht zur
Bildung von Class-E-Kompartimenten wie in Hefen beschrieben (Haas et al., 2007)
(Abbildung 13A). Fir Proteine, die an spaten Endosomen und MVBs eine Funktion
haben, wurde gezeigt, dass sie in Protoplasten mit solchen SKD1(EQ)-induzierten
Kompartimenten kolokalisiert sind (Katsiarimpa et al., 2011; Kalinowska et al., 2015).
Abbildung 13B zeigt, dass SH3P2 zusammen mit AMSH3 in den SKD1(EQ)-
induzierten Kompartimenten lokalisierte, was auf eine gemeinsame Funktion der
beiden Proteine im vakuolaren Abbauweg hindeuten kann. In Koexpression mit HA-
SKD1(WT) waren beide Proteine hauptsachlich zytosolisch lokalisiert (Abbildung 13B).

Um die Spezifitdt der Lokalisierung von MVB assoziierten Proteinen mit den
SKD1(EQ)-induzierten Kompartimente zu testen, wurde die Lokalisation
verschiedener endosomaler Marker zusammen mit SKD1(WT) und SKD1(EQ)
untersucht. Dabei handelte es sich um die unter dem UBQ10- und 35S-Promotoren
Uberexprimierten Konstrukte fir mRFP-CLATHRIN-LIGHT-CHAIN (CLC) als Marker
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Abbildung 14: Spiatendosomale Markerproteine lokalisieren auf SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten
Die endosomalen Marker A) mRFP-CLC, B) mRFP-SYP41 und C) mRFP-ARA7 wurden zusammen mit der
ESCRT-Ill Untereinheit YFP-VPS2.1 und jeweils SKD1(WT) und SKD1(EQ) in Arabidopsis Protoplasten
exprimiert und unter dem Konfokalmikroskop untersucht. YFP-VPS2.1 diente als positive Kontrolle. Vesikel die
far beide Signale positiv waren, Griin und Magenta, sind wei3 dargestellt. Es ist zu beachten, dass lediglich C)
mRFP-ARA7 zusammen mit YFP-VPS2.1 in SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten lokalisierte, nicht aber
mRFP-CLC oder mRFP-SYP41. Die Ausschnitte zeigen jeweils représentative SKD1(EQ)-induzierten
Kompartimente.

fir Clathrin und Clathrin-positive Strukturen, mRFP-SYNTAXIN OF PLANTS (SYP) 41
als Marker fur das TGN bzw. frihe Endosomen und mRFP-ARABIDOPSIS RAT
SARCOMA-RELATED PROTEINS IN BRAIN (RAB) GTPase (ARA) 7 als spat-
endosomalen Marker (Ueda et al., 2004; Uemura et al., 2004; Geldner et al., 2009a).
Als positive Kontrolle diente die ESCRT-IIl Untereinheit YFP-VPS2.1, fir welche
bereits gezeigt wurde, dass sie mit SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten
kolokalisiert (Katsiarimpa et al., 2011). Wahrend weder mRFP-CLC, noch mRFP-
SYP41 auf SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten lokalisierte (Abbildung 14A und B),
war der spat-endosomale Marker mRFP-ARA7, zusammen mit YFP-VPS2.1 auf
SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten zu finden (Abbildung 14C). Dieses Ergebnis
zeigt, dass mit den SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten spezifisch Proteine
akkumulieren, welche auf spaten Endosomen lokalisiert sind.

Die Lokalisationsstudie der endosomalen Marker und SH3P2 auf SKD1(EQ)-
induzierten Kompartimenten deutete zuerst auf eine Beteiligung von SH3P2 im spaten
endosomalen Transportweg hin. Um die Lokalisierung von SH3P2 auf spéten
Endosomen zu verifizieren, wurde die Reaktion von SH3P2 auf Behandlung mit
Wortmannin (WM) untersucht, welches durch Inhibierung der PI3P/Pl4P-Kinasen ein
Anschwellen der spaten Endosomen verursacht und zur Bildung von WM-induzierten,
ringférmigen Kompartimenten fuhrt (Wang et al., 2009). Proteine die an spéaten
Endosomen eine Funktion haben, lokalisieren ebenfalls auf diesen WM-Aggregaten
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Abbildung 15: SH3P2-GFP lokalisiert nicht in Wortmannin-induzierten Aggregaten

35Spro:SH3P2-GFP und UBQ10pro:mCherry-ARA7 wurden beide in Arabidopsis Protoplasten koexprimiert
und die Lokalisation der Proteine SH3P2-GFP und mCherry-ARA7 nach Wortmannin (WM)-Behandlung und
unter dem Konfokalmikroskop beobachtet. Nur mCherry-ARA lokalsierte auf den typischen Wortmannin-
induzierten Kompartimenten. Die Ausschnitte zeigen jeweils représentative Wortmannin-induzierten
Aggregaten.

(Takac et al., 2012; Kalinowska et al., 2015). Der spat-endosomale Marker mCherry-
ARA7 lokalisierte nach WM Behandlung auf den WM-typischen, ringférmigen
Aggregaten, wahrend SH3P2-GFP nicht auf WM-Aggregaten erschien und auch nicht
mit mCherry-ARA7 in diesen kolokalisierte (Abbildung 15) (Kolb et al., 2015). Dies
deutete darauf hin, dass SH3P2 nicht stabil auf spaten Endosomen lokalisiert ist. Es
kénnte sich bei der Lokalisation von SH3P2 zu spaten Endosomen eventuell auch um
eine sehr transiente Lokalisation handeln, die nur durch die Expression von SKD1(EQ)
stabilisiert wird und zu einer Anreicherung auf SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten
fuhrt.

2.1.4 AMSHS3 interagiert mit ESCRT-I

Fir AMSH in Saugetieren wurde gezeigt, dass es sowohl mit ESCRT-III als auch mit
ESCRT-0 interagieren kann. Daher sollte geprift werden, ob AMSHS3 aus Arabidopsis
auch mit anderen ESCRTs interagiert. Hierbei wurde eine Interaktion zwischen
AMSHS3 und der ESCRT-I Untereinheit VPS23.1 im Y2H festgestellt (Abbildung 16A,
oberes Bild). Da GBD-VPS23.1 allein Autoaktivierung bewirkte, wurde dieses als GAD-
Fusionsprotein verwendet und mit der inaktive Version GBD-AMSH3(AXA) getestet,
wéhrend die anderen ESCRT-I Untereinheiten als GBD-Fusionsproteine mit dem
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Abbildung 16: AMSH3 interagiert mit ESCRT-I

A) Y2H-Interaktionsstudie der Vollldngenproteine AMSH3 mit den drei Untereinheiten des ESCRT-I Komplexes.
Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne
Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit und ohne 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren
auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervekioren dienten als negative Kontrollen. B) Die Expression der
Fusionsproteine in Hefe wurde mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine wurden aus den Hefezellen, die fiir
den Y2H verwendet wurden, extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert.
(Diese Y2H-Analyse wurde von Franziska Anzenberger durchgefiihrt).

wildtypischen GAD-AMSH3 verwendet wurden. Mit den anderen Untereinheiten GBD-
VPS28.1 und GBD-VPS37.1 wurde keine Interaktion gefunden (Abbildung 15A,
unteres Bild). Die Expression der Proteine in Hefe wurde auch hier kontrolliert, in dem
eine Proteinextraktion aus Hefe durchgefihrt wurde und die Proteine mittels
Westernblot detektiert wurden (Abbildung 16B).

Die Interaktion zwischen AMSH3 und VPS23.1 konnte in einem in vitro Affinitatstest
verifiziert und als direkte Interaktion zwischen den beiden Proteinen identifiziert
werden (Abbildung 17). Des weiteren konnte auch eine in vivo Interaktion in einer
Koimmunprazipitation festgestellt. Bei der Immunprazipitation (IP) von VPS23.1-HA
aus Gesamtproteinrohextrakt von Arabidopsis-Keimlingen konnte endogenes,
koimmunprazipitiertes AMSH3 in der Westernblotanalyse detektiert werden
(Experiment von Dr. Kamila Kalinowska in (Nagel et al., 2017)). Fir AMSH3 wurde in
unserem Labor sowohl eine Kolokalisation zu spaten endosomalen Markern gezeigt
(Wang et al., 2009) als auch eine Kolokalisation mit CLATHRIN-LIGHT-CHAIN (CLC)
(Experiment von Dr. Kamila Kalinowska in (Nagel et al., 2017)). Das humane AMSH
besitzt eine Clathrin-bindende Doméne (Nakamura et al., 2006), die in den pflanzlichen
AMSH-Proteinen nicht identifiziert werden konnte. Die Kolokalisation mit Clathrin
sowie die Interaktion mit der ESCRT-I Untereinheit VPS23.1 deutet jedoch stark auf
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Abbildung 17: AMSH3 und VPS23 interagieren direkt miteinander

In vitro Affinitatstest der Proteine GST und GST-VPS23.1 mit AMSH3 zur Untersuchung einer direkten
Interaktion zwischen den beiden Proteinen. GST alleine diente als negative Kontrolle. 80 pmol rekombinant
hergestelltes Protein wurde in gleicher Menge eingesetzt. Die Proteine wurden mittels anti-GST- und anti-
AMSH3-Antikérpern im Westernblot detektiert (Dieses Experiment wurde von Dr. Kamila Kalinowska wiederholt
und reproduziert).

eine Beteiligung von AMSHS3 im frilhen endosomalen Transportweg hin und lasst den
Schluss zu, dass trotz der unterschiedlichen Doménenstruktur auch die Funktionen
der AMSH-Proteine im frithen endosomalen Transport in Arabidopsis konserviert sein
konnte.

2.2 SH3P2 fungiert in der Clathrin-vermittelten Endozytose
2.2.1 SH3P2 kolokalisiert in planta mit Clathrin

Des weiteren ergab sich nun die Frage, ob auch SH3P2 im endosomalen Transport
von Plasmamembranproteinen eine Rolle spielt und ob es mit endosomalen Markern
kolokalisieren kann. Das zu SH3P2 homologe Protein SH3P1 wurde in einer
elektronenmikroskopischen Immunlokalisierung an Clathrin-umhullten Vesikeln
(CCVs) lokalisierend gefunden (Lam et al.,, 2001). Ein GFP markiertes SH3P2,
SH3P2pro:SH3P2-GFP (hergestellt von Mie Ichikawa, Labor von Masa H. Sato,
Department of Life and Environmental Science Kyoto), lokalisiert an der
Plasmamembran und auf punktférmigen Strukturen (Abbildung 18A, (Kolb et al.,
2015)).

Um heraus zu finden, um welche Art von Strukturen es sich hierbei handelt, wurde eine
Lokalisationsstudie in Wurzelzellen durchgefihrt. Hierfir wurde die transgene
Pflanzenlinie, mit dem Konstrukt SH3P2pro:SH3P2-GFP, mit Pflanzenlinien gekreuzt,
die verschiedene endosomale Marker exprimierten. Dabei handelte es sich um Eigen-
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Abbildung 18: SH3P2-GFP kolokalisiert mit CLC-mKO in planta

A) Kolokalisationstudie von SH3P2-GFP und verschiedenen endosomalen Markern in Arabidopsis
Waurzelepidermiszellen. SH3P2-GFP wurde zusammen mit CLC-mKO als Marker fir Clathrin-positive
Strukturen, mRFP-SYP43 als Marker fir TGN oder frihe Endosomen (EE) und mCherry-ARA7 als Marker fir
spate Endosomen (LE) und MVBs exprimiert. Die Fluoreszenzsignale der Proteine wurden unter dem
Konfokalmikroskop analysiert. Vesikel die fir beide Signale positiv waren, Griin und Magenta, sind in der
Uberlagerten Pseudefarbe weil3 dargestellt. B) Schematische Darstellung der Endosomen im endosomalen
Transports und die jeweilige Positionierung der Marker. C) Quantitative Analyse von SH3P2-positiven Vesikeln,
die mit den jeweiligen endosomalen Markern kolokalisieren, CLC-mKO (n=619), RFP-SYP43 (n=162) und
mCherry-ARA7 (n=158) kolokalisieren. n gibt die Anzahl der gez&hlten SH3P2-GFP positiven Strukturen an.

Promotor exprimierte Konstrukte fir CLC-mKO als Marker fur Clathrin und CCVs, RFP-
SYP43 als Marker flir TGN bzw. frihe Endosomen (EE) und um ein unter dem UBQ10
Promotor exprimiertes Konstrukt fir mCherry-ARA7 als spat-endosomalen Marker
(Abbildung 18B). Alle Markerproteine trugen ein rotes Fluoreszenzprotein.

Wie in Abbildung 18A und B zu sehen, gab es eine hohe Kolokalisationsrate von
SH3P2-GFP markierten Strukturen mit CLC-mKO positiven Strukturen. 69 % der
SH3P2 positiven punktférmigen Anordnungen kolokalisierten mit CLC, wahrend die
Kolokalisation zum TGN/EE Marker RFP-SYP43 und zum spéaten endosomalen
Marker mCherry-ARA7 gering ausfiel. Nur jeweils 16 % und 7,9 % der SH3P2 positiven
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Abbildung 19: SH3P2-GFP ist mit Clathrin assoziiert

A) Koimmunprazipitation von endogenem Clathrin heavy chain (CHC) aus Gesamtproteinextrakt von SH3P2-
GFP-exprimierenden und wildtypischen Arabidopsiskeimlingen mittels anti-GFP magnetischer Agarose (IP:anti-
GFP). B) CCVs wurde aus Gesamtproteinextrakt sieben-Tage-alter Keimlinge isoliert. Die Proben wurden in
jedem Schritt des Procedere wéhrend der gesamten CCV-Aufreingung gesammelt, um sie spater mittels
Antikdérperdetektion gegen anti-CHC, anti-GFP und verschiedene subzelluldre Marker im Westernblot zu
analysieren. S1: Uberstand nach 1.000 g Zentrifugation; S30: Uberstand nach 30.000 g Zentrifugation; SGL:
Saccharose-Stepgradient-Beladung; DFGL: linearer Ficoll/Deuterium-Oxid-Gradient-Beladung; CCV: finale
Fraktion der gereinigten CCVs. Folgende Antikérper wurden als Organellen- bzw. Kompartimenten-spezifische
Marker verwendet: anti-H+-ATPase (PM: Plasmamembran), anti-COX2 (Mitochondrien: innere mitochondriale
Membrane); anti-V-ATPase (vakuoldre Membran); anti_BIP (ER: Endoplasmatisches Retikulum); anti-SEC21
(COPI: COPI-Vesikel) und anti-TOC75 (Chloroplasten: innere Chloroplastenmembran).

Strukturen kolokalisierten mit mRFP-SYP43 und mCherry-ARA7 (Abbildung 18A und
B) (Kolb et al., 2015).

Die Clathrin-positiven Strukturen erscheinen hier sehr groB. Es ist zu vermuten, dass
es sich bei den groBen Strukturen nicht um vesikulare Strukturen handelt. Eventuell
fihrt die Expression von CLC-mKO zu einer Aggregation von CCVs, auf denen auch
die Lokalisation von SH3P2 stabilisiert wird. Es ist nicht auszuschlieBen, dass SH3P2
trotz fehlender Kolokalisation mit SYP43 vielleicht auch auf Clathrin-positiven
Strukturen lokalisiert ist, die vom TGN abgeschnirt werden. Dies kénnte in zuklnftigen
Experimenten zum Beispiel mittels Immunogold-Lokalisationsstudien unter dem
Elektronenmikroskop untersucht werden.
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2.2.2 SH3P2 interagiert mit CLATHRIN HEAVY CHAIN (CHC) in vivo und
kofraktioniert mit CHC in der CCV-Fraktion.

Da in planta eine Kolokalisation von SH3P2 mit Clathrin gezeigt werden konnte, sollte
untersucht werden, ob in vivo eine Interaktion zwischen SH3P2 und Clathrin stattfindet.
Hierzu wurde eine anti-GFP-IP mit Gesamtproteinextrakt aus SH3P2-GFP-
exprimierenden, sieben Tage alten Keimlingen durchgefiihrt. Wie der Westernblot in
Abbildung 19A zeigt, wurde CHC in der anti-GFP-IP zusammen mit SH3P2-GFP
koimmunprazipitiert, was flr eine in vivo Interkation beider Proteine spricht. Um eine
unspezifische Bindung von CHC an die anti-GFP-Agarose ausschlieBen zu kdnnen,
wurde Gesamtproteinextrakt aus wildtypischen (WT) Keimlingen als negativ-Kontrolle
verwendet. Die gezeigte in vivo Interaktion zwischen SH3P2 und CHC bestarkte die
Annahme, dass SH3P2 eine Funktion in der Clathrin-vermittelten Endozytose ausubt.
Um festzustellen, ob SH3P2 mit CCVs assoziiert ist, wurde eine CCV-Isolierung bzw.
-Aufreinigung  durchgefihrt. Die CCVs wurden mittels verschiedener
Ultrazentrifugations-Schritte und Gradient-Fraktionierungen aus sieben Tage alten,
SH3P2-GFP-exprimierenden Keimlingen isoliert. Wie auf dem Westernblot in
Abbildung 19B zu sehen, fraktionierte SH3P2-GFP gemeinsam mit CHC in der CCV-
Fraktion. Dies war ein eindeutiger Beweis dafir, dass SH3P2 mit CCVs assoziiert sein
muss und eventuell sogar innerhalb des Clathrin-Mantels lokalisiert ist.

Um zu testen, ob in dieser Aufreinigung die CCV-Fraktion mit anderen Organellen und
deren Membranen und Membran-assoziierten Proteinen verunreinigt waren, wurden
zur Kontrolle verschiedene andere Membran-assoziierte Proteine mittels Westernblot
detektiert. Folgende Antikérper wurden als Organellen- bzw. Kompartimenten-
spezifische Marker verwendet. Als Plasmamembran (PM)-Marker diente ein anti-H*-
ATPase Antikérper. Der anti-COX2 Antikorper detektiert das Membranprotein
CYTOCHROME C OXIDASE SUBUNIT 2 (COX2) der inneren mitochondrialen Hiille.
Als Vakuolenmarker wurde ein Antikbrper gegen eine vakuolare H+-ATPase, die V-
ATPase, genutzt. Als Marker fur das Endoplasmatisches Retikulum (ER) diente
BINDING IMMUNOGLOBULIN PROTEIN 2 (BIP2). SECRETORY 21 (SEC21) ist eine
Untereinheit des COPI-Vesikel Coatomers und TRANSLOCON OF THE OUTER
ENVELOPE OF CHLOROPLASTS 75 (TOC75) ein Membranprotein der auBeren
Chloroplastenmembran. Die Westernblotanalyse zeigte, dass auBer einer sehr
geringen Menge SEC21 keines dieser Proteine in der CCV-Fraktion detektiert werden
konnte. Die gereinigten CCVs enthielten demnach keine nennenswerten Anteile
sonstiger Organellen-Membranen (Abbildung 19B).

38



Ergebnisse

A B SH3P2pro: 358S: 35S:
SH3P2-GFP SH3P2-GFP SH3P2-GFP
FL _ ASH, ANBAR
AsS:1 84 179 257 369
FL BAR SH3 M
- — :
& | asrs—IECEEEN
wn : H .
ANBAR | o SH3
C Gs.. asr. D
GST ‘ASH3 ANBAR
[ ) SH3P2-GFP SH3P2-GFP
LPAl @ @ S1P kDa) WT FL ANBAR WT FL ANBAR
LPC @ @ Ptdins(3,4)P2 2504 — .
“ anti-CHC
Pidins(Pl) @ @ Ptdins(3,5)P2 > 130 = !
Ptdins(3)P| @ @ Ptdins(4,5)P2 » 954
Pidins(4)P, @ @ Pidins(3,4,5P3 > 70+ g— anti-GFP
Ptdins(5)P, @ @ PA ® 554 -
PE @ @ PS Input IP:anti-GFP
PC| @ @ Blank ‘
anti-GST

Abbildung 20: Die BAR-Doméne ist essentiell fir die Lokalisation an der Plasmamembran und fiir die
Interaktion mit Clathrin

A) Schematische Darstellung der Doméanstruktur von SH3P2 und der in B)-D) verwendeten SH3P2-Fragmente.
B) Lokalisation des Volllangenproteins SH3P2-GFP (FL) und den jeweiligen Fragmenten SH3P2(ASH3)-GFP
und SH3P2(ANBAR)-GFP in sieben Tage alten Arabidopsis Wurzelepidermiszellen. Es ist zu beachten, dass
SH3P2(ANBAR)-GFP die Lokalisation an der Plasmamembran und an Endosomen verliert. C) PIP-Strip-
Analyse der Fragmenten GST-SH3P2(ASH3) und GST-SH3P2(ANBAR). Als negativ-Kontrolle wurde GST
alleine verwendet. Im linken Schema ist die Beladung des PIP-Strips der Firma Echelon mit den verschiedenen
Phosphoinositiden gezeigt. Anordnung der Phosphoinositide auf dem PIP-Strip. LPA: Lysophosphatide, LPC:
Lysophosphatidylcholine, Ptdins(PI): Phosphatidylinositol, PtdIns(3)P: Phosphatidylinositol(3)phosphate,
Ptdins(4)P: Phosphatidylinositol(4)phosphate, PtdIns(5)P, Phosphatidylinositol(5)phosphat, PE:
Phosphatidylethanolamin, PC: Phosphatidylcholin, S1P: Sphingosine 1-phosphate, Ptdins(3,4)P2:
Phosphatidylinositol(3,4)bisphosphate, Ptdins(3,5)P2, Phosphatidylinositol(3,5)bisphosphat, Ptdins(4,5)P2:
Phosphatidylinositol(4,5)bisphosphat, PtdIns(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol(3,4,5)triphosphat, PA:
Phosphatidsdure, PS: Phosphatidylserin. Das rechte Bild zeigt die PIP-Strip-Analyse mit GST, GST-
SH3P2(ASH3) und GST-SH3P2(ANBAR). Die PIP-Strips wurden jeweils mit 0,5 pg/ml Protein inkubiert und
anschlieBend die gebundenen Proteine mittels anti-GST detektiert D) Koimmunpréazipitation von endogenem
CLATHRIN HEAVY CHAIN (CHC) aus Gesamtproteinextrakt von SH3P2-GFP (FL) und SH3P2(ANBAR)-GFP
exprimierenden und wildtypischen Keimlingen mittels anti-GFP magnetischer Agarose (IP:anti-GFP). Mit
SH3P2(ANBAR)-GFP wurde kein CHC koimmunprazipitiert.

2.2.3 Die BAR-Domane von SH3P2 ist essenziell fiir die in vivo Lokalisation an
Membranen

SH3P2 enthélt eine BAR-Doméne, welche in anderen Organismen Phosphoinositide
und somit Membranen bindet. Um zu testen, ob die BAR-Doméne von SH3P2 fir
dessen Lokalisation an der Plasmamembran und auf Vesikeln notwendig ist, wurden
Deletionskonstrukte von SH3P2 hergestellt (Abbildung 20A). Die Lokalisation des N-
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terminale Fragments SH3P2(ASH3)-GFP war, von der Lokalisation des
Vollldngenproteins  nicht zu unterscheiden. Das C-terminale Fragment
SH3P2(ANBAR)-GFP hingegen verlor die Lokalisation an der Plasmamembran voéllig
(Abbildung 20B). Dieses Resultat wird von dem Ergebnis gestutzt, dass rekombinant
aufgereinigtes GST-SH3P2(ASH3) in vitro Phosphoinositide bindet, aber das N-
terminale Fragment GST-SH3P2(ANBAR) nicht (Abbildung 20C, Bachelor-Arbeit von
Stephanie Hihn). Dieses Ergebnis zeigt, dass die N-terminalen Aminoséauren 1-179
essentiell fur die Bindung an Phosphoinositide sind.

Es wurde des weiteren getestet, ob SH3P2 seine in vivo Interaktion mit Clathrin verliert,
wenn die BAR-Doméne gréBten Teils entfernt wird. Dazu wurde eine GFP-IP mit
Pflanzenrohextrakt aus der SH3P2(FL)-GFP- und der oben genannten
SH3P2(ANBAR)-GFP-Pflanzenlinie durchgefihrt und festgestellt, dass keine in vivo
Interaktion zwischen SH3P2(ANBAR)-GFP und CHC mehr stattfindet.

Zusammen mit den oben aufgefiihrten Ergebnissen flr die Lokalisation zeigte dieses
Ergebnis, dass die BAR-Doméne fir die stabile Interaktion zwischen SH3P2 und
Clathrin unerlasslich ist und auch fir die Fahigkeit von SH3P2 Membranen zu binden,
ausschlaggebend ist (Abbildung 20D).

2.3 SH3P2 besitzt die Fahigkeit als Ubiquitin-Adapterprotein im
endosomalen Transport zu agieren

2.3.1 SH3P2 bindet bevorzugt K63-gekoppelte Ubiquitinketten

In der Literatur wurde gezeigt, dass die SH3-Domé&nen mancher Proteine
Monoubiquitin binden kénnen (He et al., 2007; Stamenova et al., 2007; Ortega Roldan
et al., 2013). Um heraus zu finden, ob SH3P2 eventuell eine Ubiquitin-bindende
Funktion haben kann, wurden in vitro Affinitatstests mit dem Volllangenprotein und
verschiedenen Fragmenten von SH3P2 (Abbildung 21A) gegen verschiedene Tetra-
Ubiquitinkonjugate (Ubiquitinketten bestehend aus vier Ubiquitinmolekilen [Uba4])
durchgefihrt. Das MBP-markierte SH3P2 (MBP-SH3P2) bindet in vitro K63-
gekoppelte Tetra-Ubiquitinketten (K63), aber es bindet weder linear- (L), noch K48-
gekoppeltes Tetra-Ubiquitin (K48) (Abbildung 21B).

Weitere Experimente zeigten, dass das Fragment GST-SH3P2(SH3) ausreichend ist,
um K63-gekoppelte Tetra-Ubiquitinketten mit einer starkeren Affinitat zu binden als
K48-Ubiquitinkonjugate oder linear-gekoppelte Ubiquitinketten. Die SH3-Domane
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Abbildung 21: SH3P2 bindet bevorzugt K63-gekoppelte Ubiquitinketten

A) Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von SH3P2 und dessen Deletionsproteinen, die in B) bis D)
verwendet wurden. B) in vitro Terta-Ubiquitin Affinitdtstest mit rekombinantem MBP-SH3P2. Gleiche
Proteinmengen (25 pmol) von Resin-gebundenem MBP-SH3P2(FL) und jeweils linearem (L), K48-gekoppeltem
(K48) oder K63-gekoppeltem (K63) Tetra-Ubiquitin (UB4) wurden zusammen inkubiert und die Interaktion in
einem Westernblot mittels anti-Ubiquitin (P4D1) analysiert. Leeres Amylose-Resin diente als negative Kontrolle,
um unspezifische Bindung von Tetra-Ubiquitin ausschlieBen zu kénnen. C) in vitro Terta-Ubiquitin Affinitatstest
mit rekombinantem GST-SH3P2(ABAR) und GST-SH3P2(ASH3). GST diente als negative Kontrolle. Gleiche
Proteinmengen (80 pmol) von Agarose-gebundenem GST-SH3P2 Fragmenten oder GST wurden jeweils
zusammen mit linearem (L), K48-gekoppeltem (K48) oder K63-gekoppeltem (K63) Tetra-Ubiquitin inkubiert und
die Interaktion in einer Westernblot mittels anti-Ubiquitin (P4D1) analysiert. Es ist anzumerken, dass SH3P2
sowohl in B) wie auch in C) bevorzugt mit K63-gekoppeltem Tetra-Ubiquitin interagiert. D) Messung der
Interaktion zwischen SH3P2(ANBAR) und Di-Ubiquitin in der Microscale-Thermophorises (MST). Rote Linie:
Messung der Thermophorese von K63-gekoppelten Di-Ubiquitin bei Titration von SH3P2(ANBAR); schwarze
Linie: Messung der Thermophorese von K48-gekoppelten Di-Ubiquitin bei Titration von SH3P2(ANBAR). Es ist
anzumerken, dass fur K63-Di-UB eine deutliche Veranderung der Fluoreszenz zu beobachten war, wahrend fir
K48-Di-UB sich der Wert nicht signifikant anderte.

scheint, der Ubiquitin-bindende Bereich von SH3P2 zu sein, da das Deletionskonstrukt
GST-SH3P2(ASHB3) keines der Ubiquitinkonjugate binden konnte (Abbildung 21C).

Die Interaktion konnte auch mit Hilfe der Microscale Thermophorises (MST)-Methode
gezeigt werden. Hierbei handelt es sich um eine fluoreszenz-basierte Methode, bei der
die Bewegung eines fluoreszenz-markierten Proteins in einem thermophoretischen
Feld beobachtet wird. Bei Interaktion zweier Proteine veréndert sich deren Bewegung
und diese Veranderung kann an Hand der Fluoreszenz beobachtet und gemessen
werden. Der Anstieg der Fluoreszenzkurve in Abbildung 21D zeigte in diesem Fall die
Bindung zwischen SH3P2(ANBAR) und K63-gekoppeltem Di-Ub an. Far das
rekombinant hergestellte GST-SH3P2(ABAR) wurde auch gezeigt, dass es endogenes
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Abbildung 22: SH3P2 interagiert mit FYVE1 im Y2H-Assay und ist mit FYVE1 auf SKD1(EQ)-induzierten
Kompartimemten kolokalisiert

A) Y2H-Interaktionsstudie der Volllangenproteine GBD-SH3P2 und GBD-SH3P3 mit GAD-FYVE1(AFYVE).
Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne
Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren auxothrophes
Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als negativ-Kontrollen. Die Expression der Konstrukte in Hefe
wurde mittels Westernblot kontrolliert (Nagel et al., 2017). B) Die Expression der Konstrukte in Hefe wurde
mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine wurden aus den Hefezellen, die fir den Y2H verwendet wurden,
extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert. C) 35Spro:TagRFP-FYVE1
und SH3PZ2pro:SH3P2-GFP wurden zusammen mit SKD1(EQ) in Arabidopsis Wurzelzellprotoplasten exprimiert
und die Zellen im Konfokalmikroskop beobachtet. RFP-FYVE1 und SH3P2-GFP kolokalisieren in den
SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten.

Ubiquitin aus Pflanzenrohextrakt bindet (Experiment von Karin Vogel in (Nagel et al.,
2017)). Alle Resultate zeigten, dass SH3P2 die Fahigkeit hat K63-Ubiquitinkonjugaten
zu binden. Zusammen mit den oben aufgefihrten Ergebnissen der zellbiologischen
und biochemischen Analysen flhrte dies zur Annahme, dass SH3P2 eine Rolle bei der
Bindung von ubiquitinylierten Proteinen im Endomembrantransport spielen kann.

2.3.2 SH3P2 zeigt Binde-Affinitait zu anderen Proteinen, die mit ESCRT-
Komponenten assoziiert sind

Um die physiologische Funktion von SH3P2 zu verstehen, wurde dessen Interaktion
mit verschiedenen anderen Ubiquitin-bindenden Proteinen aus dem endosomalen
Transportweg untersucht. SH3P2 wurde unter anderem in einem Y2H-
Screnningverfahren mit GBD-FYVE1(AFYVE) als potenzieller Interaktionspartner von
FYVE1 gefunden (Kolb et al., 2015). Fur FYVE1 wurde eine direkte Ubiquitinbindung
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Abbildung 23: SH3P2 interagiert mit TOL6 im Y2H-Assay

A) Y2H-Interaktionsstudie des GBD fusionierten SH3P2 Vollldngenproteins mit den beiden homologen GAD-
TOL2 und GAD-TOL6. Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen ohne Leucin und
Tryptophan (-LW) und ohne Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazole
(3AT), um deren auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als negative Kontrollen. B) Y2H-
Interaktionsstudie der GBD fusionierten SH3P2 Fragmente GBD-SH3P2(ASH3) und GBD-SH3P2(ABAR) mit
GAD-TOLS6. Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW)
und ohne Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit 1 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren
auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als negative Kontrollen. D) Die Expression der
Konstrukte in Hefe wurde mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine wurden aus den Hefezellen, die fiir den
Y2H verwendet wurden, extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert.
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Abbildung 24: SH3P2 interagiert direkt mit dem C-Terminus von TOL6 im in vitro Affinitéatstest

Links in vitro Affinitatstest der TOL6-Fragmente GST-TOL6(GAT) und GST-TOL6(C380) mit MBP-SH3P2 zur
Untersuchung einer direkten Interaktion zwischen den beiden Proteinen. GST-VPS2.1 diente als negative
Kontrolle. Rechts, schematisch abgebildet die Fragmente von TOLS, die im in vitro Affinittstest verwendet
wurden. 65 pmol Protein wurde in gleicher Menge eingesetzt.

und eine Interaktion mit VPS23 gezeigt und es wird neben einer Funktion im spéaten
endosomalen Transportweg und in der AUTOPHAGY-RELATED GENE 8 (ATGS8)-
abhangigen Autophagie auch eine Funktion als Ubiquitin-Adapterprotein angenommen
(Gao et al., 2014; Gao et al., 2015).

Um die Interaktion der beiden Proteine zu bestatigen, wurde eine direkten Y2H-
Analyse durchgefiihrt. Dabei zeigten GAD-SH3P2 und GAD-SH3P3 eine Interaktion
mit GBD-FYVE1(AFYVE) (Abbildung 22A). Die Expression der Fusionsproteine in
Hefezellen wurde wieder mittels Westernblotanalyse bestatigt (Abbildung 22B). Um zu
ermitteln, ob die Proteine auch in der pflanzlichen Zelle miteinander interagieren
kénnten, wurde die Lokalisation beider Proteine in Protoplasten untersucht. Dabei
zeigten sich beide Proteine kolokalisierend in SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten
(Abbildung 22C) (Kolb et al., 2015). Eine direkte Interaktion und eine Interaktion in
planta wurde bislang noch nicht untersucht, dies muss in zukinftigen Experimenten
ermittelt werden, um eine Aussage Uber die gemeinsamen Funktionen von SH3P2 und
FYVE1 treffen zu kénnen. Die Lokalisation beider Proteine in SKD1(EQ)-induzierten
Kompartimenten spricht fur eine gemeinsame Funktion an spaten Endosomen.
Weitere Analysen sollten sich auch auf die Funktion von SH3P2 an MVBs beziehen.

SH3P2 zeigte in der Y2H-Analyse auch eine Interaktion mit dem Ubiquitin-
Adapterprotein TOL6 (Abbildung 23A). Die Expression der Proteine in Hefe wurde
wieder kontrolliert, indem eine Proteinextraktion aus Hefe durchgefihrt wurde und
GBD-SH3P2 und GAD-TOL2 und GAD-TOL6 mittels Westernblot detektiert wurden
(Abbildung 23B). Die SH3-Doméane von SH3P2 scheint der mit TOL6 interagierende
Teil zu sein, wie die Y2H-Analyse in Abbildung 23B zeigt. Das Konstrukt
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Abbildung 25: SH3P2 interagiert direkt mit ALIX im in vitro Affinitéatstest

In vitro Affinitétstest der Proteine GST-ALIX und GST-VPS2.1 mit MBP-SH3P2 zur Untersuchung einer direkten
Interaktion zwischen den beiden Proteinen. GST-VPS2.1 diente als negative Kontrolle. 80 pmol Protein wurde
in gleicher Menge eingesetzt.

SH3P2(ABAR) interagierte wie das Volllangenprotein mit TOL6, wahrend
SH3P2(ASHS3) die Interaktion zu TOL6 verlor. Die Expression der Proteine in Hefe
wurde nach Aufschluss der transformierten Hefekolonien mittels Westernblot Gberprift
(Abbildung 23C).

Die Doméanenanalyse im Y2H-Test gab bereits einen starken Hinweis darauf, dass die
Interaktion zwischen den beiden Proteinen eine direkte Interaktion sein kdnnte. Daher
sollte die direkte Interaktion im in vitro Affinitatstest untersucht werden. Die in vitro
Affinitdtsanalyse der gereinigten, rekombinant exprimierten Proteine zeigte, dass der
C-Terminus von TOL6 die Bindung zu SH3P2 vermittelt und dass es sich um eine
direkte Interaktion zwischen den beiden Porteinen handelt (Abbildung 24).

Ebenso gibt es eine direkte Interaktion von SH3P2 mit dem Arabidopsis Homolog von
ALG-2-INTERACTING PROTEIN X (ALIX) (Abbildung 25). Fur ALIX wurde in
Arabidopsis gezeigt, dass es auf spaten Endosomen lokalisiert, in vitro und in vivo mit
AMSHS3 interagiert und fir dessen Rekrutierung und Lokalisation zu spéaten
Endosomen essentiell ist (Kalinowska et al., 2015). Jingst wurde ALIX auch in einem
Y2H-Screeningverfahren als potentieller Interaktionspartner der ESCRT-1 Untereinheit
VPS23 gefunden (Richardson et al., 2011).

Fur die beiden Ubiquitin-bindenden Proteine, ALIX und FYVE1, gibt es Hinweise, dass
diese Proteine nicht nur im spéaten, sondern auch im frihen vakuoléaren Transportweg
eine Funktion haben kénnen (Richardson et al., 2011; Gao et al., 2014; Kalinowska et
al., 2015). Die Interaktion von Ubiquitin-bindenden Proteinen untereinander kénnte zu
einem verstarkenden Effekt fihren und somit zu einem verstarkten Transport bzw.
Abbau von bestimmten Proteinen. Es bleibt zu klaren, ob SH3P2 auch in vivo mit
diesen Proteinen interagiert und welche Rolle die Interaktion zwischen SH3P2 und
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Abbildung 26: SH3P2 interagiert mit anderen Ubiquitin-bindenden Proteinen

Schematische Darstellung von SH3P2 und dessen Interaktionspartnern im endosomalen Transportweg. SH3P2
bindet Phosphoinositide und K63-Ubiquitinketten. Es interagiert mit FYVE1 und TOLS, firr welche eine Funktion
als Ubiquitin-Adapterproteine angenommen wird sowie mit AMSH3 und ALIX, welche mit ESCRT-III an spéaten
Endosomen assoziiert sind.

anderen Ubiquitin-bindenden Proteinen spielt. Abbildung 26 zeigt eine schematische
Ubersicht der Interaktionen von SH3P2 im endosomalen Transportweg.

2.3.3 SH3P2 interagiert mit ESCRT-I

Ubiquitin-Adapterproteine, welche an der Plasmamembran die ubiquitinylierten
Cargos erkennen und konzentrieren, haben die Fahigkeit, diese dem endosomalen
Transportweg zuzuflihren, das heiBt sie der ESCRT-Maschinerie zu Ubergeben.
Hierfar ist eine Interaktion mit den ESCRTSs essentiell. Um zu untersuchen, ob SH3P2
die Funktion eines Ubiquitin-Adapters besitzt, wurde die Interaktion zwischen SH3P2
und den einzelnen ESCRT-I Untereinheiten im Y2H-Test analysiert. ESCRT-I besteht
aus den drei Untereinheiten VPS37, VPS28 und VPS23, von welche jeweils zwei
Homologe in Arabidopsis existieren. Um die Interaktion mit SH3P2 zu testen, wurde
jeweils nur eines der Homologe im Y2H-System untersucht. GAD-SH3P2 wurde
jeweils mit GBD fusioniertem VPS37.1, VPS28.1 und VPS23.1 in Hefe exprimiert und
deren Wachstum auf Selektionsmedium beobachtet. GAD-SH3P2 zeigte Interaktion
mit der Ubiquitin-bindenden Untereinheit VPS23.1, aber nicht mit den Untereinheiten
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Abbildung 27: SH3P2 interagiert mit der ESCRT-I Untereinheit VPS23.1 im Y2H

A) Y2H-Interaktionsstudie der drei GBD fusionierten Untereinheiten des ESCRT-1 Komplexes mit GAD- SH3P2.
Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne
Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit 5 mM 3-Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren auxothrophes
Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als negative Kontrollen. B) Die Expression der Konstrukte in
Hefe wurde mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine wurden aus den Hefezellen, die fiir den Y2H verwendet
wurden, extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD und HA (GAD-Konstrukte) visualisiert.

VPS37.1 oder VPS28.1 (Abbildung 27A). Mittels Westernblot wurde bestatigt, dass die
Fusionsproteine aller ESCRT I-Untereinheiten etwa gleich stark exprimiert wurden
(Abbildung 27B).

Im Y2H wurde auch die Regionen von SH3P2 und VPS23 ermittelt, welche fur die
Interaktionen essentiell sind. Hierzu wurden verschiedene Fragmente von SH3P2 und
VPS23.1 mit GAD fusioniert und die Interaktionen im Y2H analysiert (Abbildung 28A).
Auf Seiten von VPS23.1 stellte sich heraus, dass der N-Terminus, welcher die
Ubiquitin-bindende UEV-Domaéne enthalt, fir die Interaktion mit SH3P2 nicht bendtigt
wird. SH3P2 interagierte im Y2H mit dem C-terminalen Konstrukt GAD-
VPS23.1(AUEV) (Abbildung 28B). Auf Seiten von SH3P2 scheint der N-Terminus die
Interaktion zu VPS23.1 zu vermitteln. Der Y2H-Assay zeigte keine Interaktion des
Fusionsproteins GAD-SH3P2(ABAR) mit VPS23.1, wahrend das Fragment GAD-
SH3P2(ASH3) mit GBD- VPS23.1 interagierte (Abbildung 28C). Dies zeigte, dass die
bindende Region in der BAR Doméne liegen muss. Die Expression der Proteine in
Hefe wurde auch hier wieder mittels Westernblotanalyse Uberprift bindet (Abbildung
28D). Um die Interaktion von SH3P2 und VPS23.1 zu verifizieren wurde ein in vitro
Affinitatstest durchgefihrt mit dem Vollldngenprotein MBP-SH3P2- und einem C-
terminalen Fragment von VPS23, GST-VPS23.1(AUEV). Es zeigte sich, dass die
Proteine direkt miteinander interagieren kénnen (Abbildung 29).
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Abbildung 28: Die SH3 Doméane von SH3P2 ist nicht die Interaktionsdoméne fiir VPS23.1

A) Schematische Darstellung der in B) bis D) verwendeten Fragmente von VPS23.1 und SH3P2. B) Y2H-
Interaktionsstudie der GBD fusionierten SH3P2 Volllangenproteins mit GAD-VPS23.1(FL), GAD-VPS23.1(UEV)
und GAD-VPS23.1(AUEV). C) Y2H-Interaktionsstudie der GBD fusionierten VPS23.1 Volllangenproteins mit
GAD-SH3P2(FL) und den Fragmenten GAD-SH3P2(ASH3), GAD-SH3P2(ABAR) und GAD-SH3P2(N84), wobei
letzeres nur aus den Aminoséuren 1-84 bestand. Hefetransformanten wurden jeweils auf Medium angezogen
ohne Leucin und Tryptophan (-LW) und ohne Leucin, Tryptophan und Histidin (-LWH) versetzt mit 5 mM 3-
Amino-1,2,4-triazole (3AT), um deren auxothrophes Wachstum zu testen. Die Leervektoren dienten als negative
Kontrollen. D) Die Expression der Konstrukte in Hefe wurde mittels Westernblot kontrolliert. Die Proteine wurden
aus den Hefezellen, die fiir den Y2H verwendet wurden, extrahiert und mittels Antikérper gegen GBD und HA
(GAD-Konstrukte) visualisiert. (Diese Y2H-Analyse wurde von Franziska Anzenberger durchgefihrt).
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Abbildung 29: VPS23.1 interagiert direkt mit SH3P2

In vitro Affinitatstest des VPS23.1-Fragments GST-VPS23.1(AUEV) mit MBP-SH3P2 zur Untersuchung einer
direkten Interaktion zwischen den beiden Proteinen. GST-VPS2.1 diente als negative Kontrolle. 65 pmol Protein
wurde in gleicher Menge eingeseizt.

Auch in vivo wurde eine Interaktion zwischen SH3P2 und VPS23.1 ermittelt.
Rohextrakt aus Keimlingen, welche die Konstrukte SH3P2pro:SH3P2-GFP und
35S5:ELC-HA exprimierten, wurde mit GFP-Magnetic-Agarose inkubiert und das von
der Matrix eluierte Material in einem Westernblot mit anti-HA und anti-GFP Antikérpern
analysiert (Abbildung 30A). ELC-HA wurde spezifisch mit SH3P2-GFP
koimmunprazipitiert. Eine Kolokalisationsstudie zwischen SH3P2-GFP und VPS23.1-
RFP zeigte, dass 41,3% der VPS23.1-RFP positiven Vesikeln mit SH3P2-GFP
positiven Strukturen kolokalisierten (Abbildung 30B). Diese Daten zeigen, dass SH3P2
und VPS23 in vivo die Fahigkeit besitzen, mit einander zu interagieren und gemeinsam
Funktionen ausiben kénnen.

2.3.4 VPS23-RFP kolokalisiert mit Clathrin-positiven Strukturen

Die Lokalisation der ESCRT-I Untereinheit VPS28.1 wurde bislang nur in Protoplasten
und durch Immunogold-Markierung gezeigt. VPS28.1 lokalisierte dabei hauptsachlich
auf dem TGN (Scheuring et al., 2011). Von anderen ESCRT-| Untereinheiten wurde
bislang noch keine eingehende Lokalisationsstudie gezeigt. Um die Lokalisation von
ESCRT-I in planta zu beobachten, sollte VPS23.1 zusammen mit den endosomalen
Markern getestete und mit der Lokalisation von SH3P2 verglichen werden. Hierfur
wurde eine Pflanzenlinie mit dem Konstrukt VPS23pro:VPS23.1-RFP mit
verschiedenen Markerlinien gekreuzt und zusammen mit 35Spro:YFP-CLC,
SYP43pro:SYP43-GFP und ARA7:YFP-ARA in Keimlingen angeschaut. VPS23-RFP
lokalisierte punktférmig und zeigte die hdchste Kolokalisationseffizienz mit YFP-CLC,
52,3% der VPS23 positiven Vesikeln zeigte Kolokalisation mit YFP-CLC, wahrend nur
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Abbildung 30: SH3P2-GFP und VPS23.1-RFP kolokalisieren in planta und interagieren in vivo

A) Koimmunprazipitation von VPS23.1-HA aus Gesamtproteinextrakt von sowohl SH3P2-GFP/VPS23.1-HA
exprimierenden und aus nur VPS23-HA exprimierenden Keimlingen, mittels anti-GFP magnetischer Agarose
(IP:anti-GFP). B) Kolokalisationstudie von SH3P2-GFP und VPS23.1-RFP in  Arabidopsis
Wurzelepidermiszellen. SH3P2-GFP wurde zusammen mit VPS23.1-RFP  exprimiert und die
Fluoreszenzsignale der Proteine unter dem Konfokalmikroskop analysiert. Vesikel die fir beide Signale positiv
waren, Grlin und Magenta, sind in der Uberlagerten Pseudefarbe weiB dargestellt. Prozentsatz von VPS23.1-
positiven Vesikeln (n = 736), die mit SH3P2 kolokalisieren ist unter dem Bild angeben. n gibt die Anzahl der
gezéhlten VPS23-Vesikeln an.

4,6% und 4,4% der VPS23.1-RFP positiven Vesikeln zusammen mit SYP43-GFP und
YFP-ARA7 lokalisierte (Abbildung 31A, B und C).

Die Lokalisationsstudie ergab eine Kolokalisation mit CLC und zeigte, dass VPS23.1,
bzw. ESCRT-I, ebenso wie SH3P2 auf Clathrin positiven Strukturen zu finden ist und
somit die beiden Proteine eine gemeinsame Funktion auf Clathrin-positiven Strukturen
ausuben koénnten.

2.3.5 sh3ps Mutanten zeigen keinen offensichtlichen Phanotyp

Um die physiologische Funktion von SH3Ps zu verstehen, wurden T-DNA-
Insertionslinien von SH3P1, SH3P2 und SH3P3 untersucht und Nullmutanten von
sh3p1 und sh3p3 isoliert (Abbildung 32A und B). Fiur SH3P2 gab es keine Mutante
unter den T-DNA-Insertionslinie, bei der das Transkriptionslevel beeinflusst war. Von
Kollaborationspartnern erhielten wir Pflanzenlinien mit einem Konstrukt, das eine
artifizielle mikroRNA flur SH3P2 exprimierte (hergestellt von Mie Ichikawa, Labor von
Masa H. Sato, Department of Life and Environmental Science Kyoto). Nur eine
Pflanzenlinie (amish3p2), die dieses Konstrukt trug zeigte eine Runterregulierung des
Transkript-Levels von SH3P2 auf 10% gegeniuber dem Transkriptionslevel im Wildtyp
oder der sh3p1sh3p3 Doppelmutante (Abbildung 32A und C, Die gRT-PCR wurde von
Franziska Anzenberger durchgefiihrt). Sowohl die Doppelmutante sh3p1sh3p3 als
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Abbildung 31: VPS23-tagRFP kolokalisiert mit CLC-mKO in planta

A) Kolokalisationsstudie von VPS23.1-RFP und verschiedenen endosomalen Markern in Arabidopsis
Wourzelepidermiszellen. VPS23.1-RFP wurde zusammen mit YFP-CLC, ein Marker fiir Clathrin-positive
Strukturen, GFP-SYP43, ein Marker fir TGN oder frilhe Endosomen (EE), YFP-ARA7, ein Marker fiir spate
Endosomen (LE/MVBs) exprimiert und die Fluoreszenzsignale der Proteine unter dem Konfokalmikroskop
analysiert. Schematische Darstellung der jeweiligen Endozytoseschritte wird rechts neben den Bildern
angezeigt. Vesikel die fur beide Signale positiv waren, Griin und Magenta, sind in der Uberlagerten Pseudefarbe
weiB3 dargestellt. B) Schematische Darstellung der Endosomen im endosomalen Transports und die jeweilige
Positionierung der Marker. C) Quantitative Analyse von VPS23.1-RFP-positiven Vesikeln, die mit den jeweiligen
endosomalen Markern, YFP-CLC (n=241), GFP-SYP43 (n=304) und YFP-ARA7 (n=248) kolokalisieren. n gibt
die Anzahl der gezahlten VPS23-Vesikeln an.

auch amish3p2 zeigten keinen offensichtlichen Entwicklungsphéanotyp (Abbildung
33A). Eine Dreifachmutante lieB sich nicht herstellen, da in den
Kreuzungsnachkommen der Mutantenlinien sh3p1sh3p3 mit amish3p2, die
Expression des artifizielle mikroRNA-Konstrukts stillgelegt wurde.

Es wurde gezeigt, dass SH3P2 in der Autophagie eine Rolle spielt (Zhuang et al.,
2013). Deshalb sollte die amish3p2 Linie auf Defekte in der dunkelinduzierten
Autophagie getestet werden. Nach 5 Tagen Dunkelbehandlung zeigte die
autophagiedefekte Mutante atg7 eine deutliche Reduktion im Chlorophyligehalt und
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Abbildung 32: Die T-DNA Insertionslinien sh3p71 und sh3p3 wurden als Null-Mutanten identifiziert

A) Schematische Darstellung der T-DNA Insertionsstellen in SH3P71 und SH3P3 und die Position der
Zielsequenz fir die artifizielle mikroRNA. Nicht-translatierte Regionen und Introns sind in grau dargestellt,
schwarze Boxen markieren die Exons und Positionen von Start- und Stopp-Codons sind jeweils angegeben.
Die Bindestellen der Vorwarts- und Ruckwarts-Genotypisierungsprimer (schwarze Pfeile) sowie Bindestelle des
T-DNA left border Primers sind durch Pfeile markiert. B) PCR-Analyse von cDNA, generiert aus Gesamt-RNA
von sh3p1 und sh3p3 homozygoten Mutanten. Mittels SH3P1-, SH3P3- und ACTIN2-spezifischen Oligos wurde
die Genexpression von SH3P1 und SH3P3 in wildtypischen (WT), sh3p1 und sh3p3 Keimlingen analysiert, um
Nullmutanten zu identifizieren. Als positive Kontrolle diente ein Gen, das fir ein Aktin codiert, das ACTIN2. C)
Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR) von SH3P2. Mittels genspezifischer Primer wurde die Expression von
SH3P2in amish3p2-, wildtypischen (WT) und sh3p1sh3p3 doppelhomozygoten Keimlingen untersucht und tiber
das Transkriptionslevel von ACTIN8 (ACT8) normalisiert. Die qRT-PCR wurde von Franziska Anzenberger
durchgefihrt.

eine hellgrine Farbung der Bléatter, die sich auch nach Lichtbehandlung nicht wieder
erholte. Im Vergleich zu den wildtypischen Keimlingen zeigte die amish3p2 Mutanten
keinen Defekt in der dunkelinduzierten Autophagie (Abbildung 33B).

Des weiteren sollte nun gepruift werden, ob die sh3p-Mutanten einen Phénotyp, bzw.
eine Abweichung vom Wildtyp aufweisen, wenn sie mit Chemikalien behandelt
werden. Der ADP RIBOSYLATION FACTOR-GTP EXCHANGE FACTOR (ARF-GEF)
Inhibitor Brefeldin A (BFA) inhibiert den ARF-GEF GNOM, welcher am Golgi-Apparat
lokalisiert ist und dessen Inhibierung indirekt dazu fihrt, dass Prozesse am TGN/EE
beeintrachtigt werden (Naramoto et al., 2014; Doyle et al., 2015). Unter anderem wird
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Abbildung 33: sh3p2 und sh3p1sh3p3 Mutanten zeigen keine sichtbaren Phanotypen

A) 9 Tage alte Wildtyp- (WT) und amish3p2- und sh3p1sh3p3-Keimlinge. Keimlinge wurde auf ¥2 MS und unter
Kurztagbedingen angezogen. MafBstabsbalken: 2 cm. B) Keimlinge von Wildtypen (WT), amish3p2-Mutanten
und atg7-Mutanten fotografiert nach 6 Tagen Dunkelbehandlung (links). MaBstabsbalken: 1 cm. Der
Gesamtchlorophyligehalt der Keimlinge wurde gemessen (rechts exemplarisch fiir die abgebildeten Keimlinge
dargestellt), der Chlorophyligehalt der WT-Keimlinge wurde auf 100% gesetzt. Die Keimlinge wurden sieben
Tage auf Y2 MS unter Kurztagbedingungen angezogen, bevor sie ins Dunkel gebracht wurden.

das PIN2-Recycling gehemmt, was zu Fehlern in der AUXIN-Verteilung flhrt
(Steinmann et al., 1999; Geldner et al., 2003; Naramoto et al., 2010; Naramoto et al.,
2014; Doyle et al., 2015). Die Inhibierung von ARF-GEFs fihrt in Arabidopsis zu
pleiotropen Effekten wie unter anderem zu reduziertem und agravitropem
Wurzelwachstum (Steinmann et al., 1999; Abas et al., 2006).

Um zu testen, ob SH3P-Funktion fir den endosomalen Transport wichtig ist, wurden
die amish3p2- und sh3p1sh3p3-Keimlinge auf GM Medium mit verschiedenen
Konzentrationen BFA angezogen und geprift, ob bei den Mutantenlinien eine
verstarkte Reaktion auf BFA vorliegt (Herzlichen Dank an Franziska Anzenberger fur
die Hilfe beim Auslegen der Samen). Hierflr wurde explizit auf das Wurzelwachstum
geachtet und die Wurzelldngen der sieben-Tage-alten Keimlinge gemessen. Doch
auch in Anwesenheit von 3 yM BFA konnte kein veréndertes oder abnormales
Wachstum der sh3p Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (WT) festgestellt werden
(Abbildung 34A).

Wenn SH3P2 eine Funktion in der Endozytose an der Plasmamembran hat, dann
kénnte eine eingeschréankte Funktion von SH3P2 zu einer verminderten
Endozytoserate an der Plasmamembran fohren. Um zu testen, ob amish3p2-
Keimlinge im Allgemeinen eine verminderte Endozytose aufweisen wurde die
Aufnahme des Membranmarkers FM4-64 getestet. Hierflr wurden sieben-Tage-alte
Wildtypkeimlinge (WT) und amish3p2-Keimlinge fir 5 Minuten in flissigem GM mit 2
UM FM4-64 inkubiert, um die Plasmamembran zu farben. Nach zweimaligem Waschen
wurden die FM4-64-Signale und die Aufnahme des Markers unter dem
Konfokalmikroskop Uber die Zeit (im Abstand von 15 Minuten) beobachtet und Bilder
aufgenommen. Die Abnahme der Fluoreszenz-Intensitat an der Plasmamembran ist
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Abbildung 34: Wurzellaingenmessungen und Importstudien von FM4-64 zeigten keine signifikanten
Abweichungen vom Wildtyp

A) Wurzellangenmessungen von 6 Tage alten Wildtyp- (WT) und Mutanten-Keimlingen, angezogen auf GM
(links) und GM, versetzt mit 3 uM Brefeldin A (BFA) (rechts). Herzlichen Dank an Franziska Anzenberger flr
die Hilfe beim Auslegen der Samen. B) Aufnahme von FM4-64 an der Plasmamembran in
Waurzelepidermiszellen von sieben Tage alten Wildtypkeimlingen (blaue Punkte, schwarze Linie) und amish3p2-
Keimlingen (schwarze Punkte, rote Linie). FM4-64-Signale wurden mit denselben Belichtungs- und Mikroskop-
Einstellungen uber die Zeit alle 15 Minuten aufgenommen und die Signalstarke ber die die Zeit wurde mit
Olympus Fluoview gemessen. Die Signalstérke zum Zeitpunkt Null wurde auf 100% gesetzt.

dabei ein MaB fur die Endozytoseaktivitat. Die relative Endozytoserate in amish3p2
Keimlingen (rote Linie) war vergleichbar mit der Endozytoserate in wildtypischen
Keimlingen (schwarze Linie) (Abbildung 34B). Es konnte keine signifikante Abnahme
der Endozytoserate in amish3p2-Keimlingen festgestellt werden, im Gegenteil, die
Linie, die das amish3p2 Konstrukt trug, schien eine erhbhte Endozytoserate
aufzuweisen (Abbildung 34B, schwarze Punkte und rote Linie).

Aus den Ergebnissen der oben aufgefuhrten Experimente lieB sich schlussfolgern,
dass die Abwesenheit oder starke Reduktion von einem oder zwei der drei SH3Ps,
keine physiologischen Auswirkungen auf die Pflanze und keine molekularen
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Abbildung 35: Die T-DNA Insertionslinien vps23.7-3 und vps23.2-1 wurden als Nullmutanten identifiziert
A) Schematische Darstellung der T-DNA Insertionsstellen in VPS23.1-3 und VPS23.2-1. Nicht-translatierte
Regionen und Introns sind in grau dargestellt, schwarze Boxen markieren die Exons und Positionen von Start-
und Stopp-Codons sind jeweils angegeben. Die Bindestellen der Vorwérts- und Rickwarts-
Genotypisierungsprimer (schwarze Pfeile) sowie Bindestelle des T-DNA /eft border Primers sind durch Pfeile
markiert. B) PCR-Analyse von cDNA, generiert aus Gesamt-RNA von vps23.7-3 und vps23.2-1 homozygoten
Mutanten. Mittels VPS23.1-, VPS23.2- und ACTINZ2-spezifischen Oligos wurde die Genexpression von VPS23.1
und VPS23.2 in wildtypischen (WT), vps23.1 und vps23.2 Keimlingen analysiert, um Nullmutanten zu
identifizieren. Die Mutanten wurde von Franziska Anzenberger etabliert.

Auswirkungen auf die allgemeine Endozytose hatten. Dies kdnnte auf Redundanz,
sowohl unter den drei Homologen als auch zu anderen Proteinen zurtickzufihren sein,
welche die gleichen Aufgaben in der Zelle erflllen kdnnten.

2.3.6 vps23.1-3vps23.2-1 zeigt Entwicklungsdefekte und akkumuliert
ubiquitinylierte Proteine

VPS23.1 wurde als Interaktionspartner von SH3P2 identifiziert. Um die physiologische
Funktion dieser Interaktion zu verstehen, wurden zuerst Mutanten von vps23 isoliert
und analysiert. Das Genom von Arabidopsis kodiert fir zwei Homologe VPS23 Gene,
VPS23.1 und VPS23.2. Fir VPS23.1 (auch VPS23a oder ELCH) wurde in der
Vergangenheit gezeigt, dass die elch Mutante abnorme Trichome und multiple
Zellkerne aufweist, was auf leichte Defekte in der Zytokinese schlieBen lasst (Spitzer
et al., 2006). Es wurde angenommen, dass VPS23.1 und VPS23.2 redundante
Funktion in Arabidopsis haben, daher wurden zuerst Doppelmutanten der T-DNA
Insertionslinien vps23.1 und vps23.2 hergestellt, welche als Nullmutanten identifiziert
wurden (Abbildung 35A und B).

Unter den Nachkommen der vps23.1-3vps23.2-1 Linie konnten keine
doppelhomozygoten Pflanzen identifiziert werden, was darauf schlieBen lasst, dass
die doppelhomozygote Mutante embryoletal ist. Die homo-/heterozygoten Mutanten,
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Abbildung 36: vps23.1-3-/-vps23.2-1+/- zeigt Defekte in der Organogenese. VPS23.1:VPS23.1-RFP
komplementiert die Letalitat der vps23.1-3vps23.2-1 doppelt homozygoten Mutanten

A) Phanotypen eines Wildtypkeimlings (WT; links) und vps23.1-3-/-vps23.2-1+/- Mutanten-Keimlingen mit
Organogenesedefekten (rechts). Der Genotyp wurden mittels genspezifischer Oligos bestimmt. Der jeweilige
Genotyp ist exemplarisch unter den Fotos gezeigt. WT: genomisches wildtypisches Fragment, M: T-DNA-
insertionsspezifisches Fragment. B) Komplementation der Organonesedefekte von vps23.1-3-/-vps23.2-1+/-
und der Letalitdt von vps23.1-3-/-vps23.2-1-/- mit VPS23.1:VPS23.1-RFP. Ein Genfragment aus
VPS23.1:VPS23.1-RFP wurde mit konstruktspezifischen Oligos amplifiziert. MaBstabsbalken: 2 mm

vps23.1-3-/-vps23.2-1+/-, wiesen stark veranderte Phéanotypen auf, die auf Defekte in
der Organogenese und in der Pflanzenentwicklung schlieBen lassen. Viele Keimlinge
hatten drei Kotyledonen, eine schwéchere Grunfarbung, manche waren deutlich
kleiner und komplett weil3 und starben nach ein bis zwei Wochen ab (Abbildung 36A).
Die Defekte der homo-/heterozygoten Mutanten sowie auch die Embryoletalitat der
doppelhomozygoten Mutanten wurden durch Expression von VPS23.1pro:VPS23.1-
RFP komplementiert (Abbildung 36B). Somit wurde auch gezeigt, dass das
Fusionsprotein VPS23.1-RFP, welches flr die Lokalisationsstudien verwendet wurde,
funktionsfahig ist.

Da VPS23 als ESCRT-I Untereinheit eine Funktion im endosomalen Transport von
ubiquitinylierten Cargos hat, sollte getestet werden, ob vps23.1-3vps23.2-1 Defizite im
Ubiquitin-abhangigen Proteinabbau hat. Hierflr wurde das Ubiquitinprofil der Mutanten
analysiert. Sieben-Tage-alte Nachkommen von vps23.1-3+/-vps23.2-1+/- mit
abnormen Aussehen, wie in Abbildung 36A gezeigt, wurden hierfur eingesammelt und
eine Gesamtproteinextraktion durchgefiuhrt. Diese wurde mittels Westernblot
analysiert. Die abnormal aussehenden Keimlinge zeigten eine deutliche Akkumulation
von ubiquitinylierten Proteinen, verglichen mit den wildtypisch aussehenden
Keimlingen (Abbildung 37). Die abnormen Keimlinge haben demnach eine Stérung im
Ubiquitin-abhangigen Proteinabbau. Vor kurzem wurde auch gezeigt, dass VPS23.1
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Abbildung 37: Abnorm aussehende Nachkommen von vps23.1-3+/-vps23.2-1+/- akkumulieren
ubiquitinylierte Proteine

Akkumulation von Ubiquitinkonjugaten in vps23 Mutanten. Gesamtproteinextrakt aus sieben Tage alten
Wildtypkeimlingen (WT) und Nachkommen von vps23.1-3+/-vps23.2-1+/- (wildtypisch aussehende Keimlinge
und abnormalen Keimlinge) wurde auf einem Westerblot aufgetragen und mittels anti-Ubiquitin (UB) Antikrpern
das Ubiquitinprofil analysiert. Im Vergleich zu den Wildtyp-Keimlingen und den wildtypisch aussehenden
Keimlingen zeigten die abnormalen Keimlinge eine Anreicherung an ubiquitinylierten Proteinen. Anti-CDC2
diente als Ladekontrolle.

eine Rolle im Ubiquitin-abhangigen Transport des Abscisic acid (ABA)-receptor PYR1-
like 4 (PYL4) spielt (Yu et al., 2016), dies unterstitze das Ergebnis des Ubiquitinprofils.

2.3.7 SH3P2 zeigt genetische Interaktion mit VPS23.1

SH3P2 interagiert direkt mit VPS23.1 in vitro und in vivo. Um zu sehen, ob SH3P2
auch genetische Interaktion mit VPS23 zeigt, wurde die Doppelmutante der T-DNA
Insertionslinien, vps23.1-3vps23.2-1, mit amish3p2 gekreuzt. In einer statistischen
Auswertung der Nachkommen der doppelheterozygoten Linie, vps23.1-3+/-vps23.2-
1+/-, wurde das Verhaltnis bestimmt, in welchem die griinen und die weiBBen Keimlinge
wiederholt auftraten. Nachkommen der amish3p2-Linie zeigten nur wildtypisch
aussehende Keimlinge (Experiment von Franziska Anzenberger, Daten nicht gezeigt).
In dem gezeigten Experiment wurde nur auf die Farbgebung der Keimlinge geachtet,
nicht auf abnorme Organogenese (Abbildung 38). 2,7 % der Mutanten waren weif3 und
damit letal. Nachkommen der dreifach heterozygoten Linie vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-
amish3p2+/- zeigten eine Verschiebung des Verhéltnisses zu eindeutig mehr weil3en
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Abbildung 38: sh3p2 einen genetischen Effekt auf vps23.1-3vps23.2-1

Exemplarisches Beispiel einer statistischen Auswertung der Nachkommenschaft der Linien, vps23.1-3+/-
vps23.2-1+/-, vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-amish3p2+/- und vps23. 1-3+/-vps23.2-1+/-amish3p2+/-
/SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP. Durch Auszéhlen der Keimlinge mit verschiedenen Phanotypen wurde
das Verhélinis bestimmt, in welchem die hellgriinen und weiBen Keimlinge wiederholt auftraten. Die
Nachkommen der Linie vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-amish3p2+/-/SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP zeigten
annahernd das gleiche Verhéltnis von abnormal griinen und weiBen Keimlingen, wie in der Nachkommenschaft
von vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-. Das Konstrukt SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP komplementierte demnach
den genetischen Effekt von amish3p2 auf vps23.1-3vps23.2-1. Col-0 diente als negative Kontrolle.

Keimlingen (Abbildung 38) (Nagel et al., 2017). Die Anzahl der weiBen Keimlinge stieg
auf 7,6 % an (Abbildung 38). Um zu verifizieren, dass der Anstieg an weilen
Keimlingen auf die Expression der mikroRNA von SH3P2 zurick zu fuhren ist, wurde
das mikroRNA-resistente Konstrukt SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP hergestellt
und dieses in eine dreifachheterozygote Linie transformiert. Die Nachkommen der
Linie vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-amish3p2+/-I SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP
zeigten mit 2 % weiBen Keimlingen das gleiche Verhéltnis von grinen und wei3en
Keimlingen, wie in der Nachkommenschaft von vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-, das
Konstrukt SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP komplementierte demnach den
genetischen Effekt von amish3p2 auf vps23.1-3vps23.2-1 (Abbildung 38). Die
Expression von SH3P2(amiRNAres)-GFP wurde unter dem Konfokalmikroskop
nachgewiesen (Abbildung 39) (Nagel et al., 2017).

Die Ergebnisse dieser Mutantenanalyse indiziert, dass beide Proteinen einen
verstarkenden Effekt auf einander haben und eine genetische Interaktion von SH3P2
mit VPS23.1-3 vorliegt. Dies lasst darauf schlieBen, dass beide Proteine eine Funktion
im endosomalen Transport haben.
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SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP

Abbildung 39: Expression von SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP wurde unter dem
Konfocalmikroskop tiberprift

Exemplarische Darstellung einer SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP exprimierenden Keimlingswurzel. Um
die Expression des amiRNA-resistenten Konstruktes unter den Nachkommen zu testen, welche als Samen
unter dem Fluoreszenzbino selektiert wurden, wurden ca. 50 Wurzeln unter dem Konfokalmikroskop
angeschaut, um sicher zu sein, dass alle selektierten Keimlinge das Konstrukt exprimieren.

2.4 Funktionsmodel

SH3P2 besitzt die Fahigkeit, K63-Ubiquitinketten zu binden und wahrend der CME als
Ubiquitin-Adapterprotein zu fungieren. Die BAR-Domane von SH3P2 bindet
Membranen und ist flr dessen Lokalisation an der Plasmamembran und auf Vesikeln
verantwortlich. Durch die Interaktion mit VPS23 kann SH3P2 nun ESCRT-I an die
abgeschnirten CCVs heranholen und somit das endozytiete Cargo der
nachgeschalteten ESCRT-Maschinerie zuzufihren (Abbildung 40). AMSH3 kann
sowohl mit SH3P2 als auch mit VPS23 interagieren und kénnte durch diese Interaktion
an die CCVs rekrutiert werden. Durch seine Funktion als DUB kann es die
Ubiquitinketten hydrolysieren und das Frachtprotein kdnnte zur Plasmamembran
zurlick recycelt werden (Abbildung 40). SH3P2 zeigte sich aber nicht nur auf CCVs,
sondern auch auf spaten Endosomen. Die Lokalisation von SH3P2 auf spéaten
Endosomen scheint von transienter Natur zu sein, da SH3P2 nur in SKD1(EQ)-
induzierten Kompartimenten, die aus spatendosomalen Strukturen bzw. vergréBerten
MVBs bestehen, zu finden sind (Haas et al., 2007; Kolb et al., 2015). ESCRT-IIl ist das
einzige ESCRT, das keine Ubiquitin-bindende Untereinheit besitzt. An MVBs sind aber
auch andere Ubiquitin-bindende und ESCRT-interagierende Proteine assoziiert. Fur
das Ubiquitin- und Membran-bindende Protein FYVE1, welches im Y2H-Test mit
SH3P2 interagierte, wird ebenfalls eine Funktion als Ubiquitin-Adapterprotein im
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Abbildung 40: SH3P2 kann als Ubiquitin-Adapterprotein an der Plasmamembran fungieren

SH3P2 bindet die K63-gekoppelten Ubiquitinketten (UB) der Frachtproteine, bzw. der Cargos, die von der
Plasmamembran (PM) endozytiert werden und durch seine BAR-Domane ist es ebenso in der Lage an die PM
zu binden. SH3P2 ist durch die Interaktion mit VPS23 in der Lage nun ESCRT-I an die abgeschnlrten clathrin-
umhilite Vesikel (CCV) heran zu holen und somit das endozytierte Cargo der nachgeschalteten ESCRT-
Maschinerie zuzufiihren (links und Box rechts).

AMSHS kann sowohl mit SH3P2 als auch mit VPS23 interagieren und kann durch diese Interaktion an die CCVs
rekrutieren werden. Durch seine Funktion als DUB kann es die Ubiquitinketten hydrolysieren und das
Frachtproteine kdnnte zur PM zurlick recycelt werde (Box rechts, Detailansicht am CCV).

Die Interaktion zwischen SH3P2 und anderen Ubiquitin-bindenden Proteinen kénnte z.B. an der
Plasmamembran zu einem verstarkten Abbau von endozytierten Proteinen flihren. Die Lokalisation oder
Funktion von SH3P2 an MVBs kénnte transient stattfinden und bedarf weiterer Studien.

frihen endosomalen Transport vermutet und es wurde auf SKD1(EQ)-induzierten
Kompartimenten gefunden. SH3P2 kénnte also auch am spaten Endosomen eine
Ubiquitin-Adapterfunktion austben. Diese duale Lokalisation kdnnte auf eine Rolle von
SH3P2 im frihen und spaten endozytischen Proteinabbauwegs hinweisen (Gao et al.,
2014; Gao et al., 2015; Kolb et al., 2015).

Bei der Suche nach Interaktoren wurden verschiedene Ubiquitin-bindende Proteine
getestet, von denen bekannt war, dass sie in der Endozytose eine Rolle spielen. Als
direktes Interaktionsprotein wurde auch TOL6 entdeckt, ebenfalls ein Ubiquitin-
Adapter in Arabidopsis (Korbei et al., 2013). Diese Interaktionen sind in Zukunft tiefer
zu analysieren. Das Binden anderer Ubiquitin-Adapter kdnnte einen verstarkenden
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Effekt auf die Ubiquitin-bindende Funktion der Adapterproteine haben. Auch das
Ubiquitin-bindende Protein ALIX interagiert direkt mit SH3P2. Es ist noch nicht klar, ob
ALIX auch eine Rolle bei der Ubiquitinerkennung in der frithen Endozytose spielen
kann. Auch ob SH3P2 eine Funktion an den spaten Endosomen austibt ist noch unklar.
Die Interaktionen mit ALIX und FYVE1 sowie die Lokalisation auf SKD1(EQ)-
induzierten Kompartimenten deutet aber darauf hin. Die Lokalisation oder Funktion von
SH3P2 an MVBs kdénnte transient stattfinden und bedarf weiterer Studien.

2.5 Schlussfolgerung

Die Resultate dieser Arbeit zeigen, dass SH3P2 die Fahigkeit besitzt K63-
Ubiquitinketten zu binden und wahrend der Clathrin-vermittelten Endozytose als
Ubiquitin-Adapterprotein zu fungieren. Es bindet Membranen und verschiedene
Komponenten, die im endosomalen Transport eine wichtige Rolle spielen. Durch die
Interaktion mit ESCRT-I kann SH3P2 die ubiquitinylierte Proteine an die ESCRT-
Maschinerie weiterleiten. Die Interaktion von SH3P2 mit weiteren ESCRT-assoziierten
Proteinen scheint noch auf weitere Funktionen im endosomalen Transport
hinzudeuten. Dies sollte in zukinftigen Studien untersucht werden.
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3 Diskussion

3.1 SH3P2 kdénnte interagierende Proteine zu Membranen rekrutieren

Die meisten Komponenten und Funktionen der ESCRT-Maschinerie sind in Pflanzen
konserviert. Dennoch unterscheidet sich die endosomale Transportmaschinerie ein
wenig in den verschiedenen Organismen. Im Gegensatz zu Saugetieren zum Beispiel,
in welchen nur drei Homologe des Ubiquitin-bindende TOM-Proteins zu finden sind,
haben Pflanzen neun Orthologe dieser Familie (die TOLs), welche zum einen
redundante Funktion haben, aber auch vermutlich spezifisch agieren kdnnten (Korbei
et al.,, 2013). Es ist anzunehmen, dass noch weitere Ubiquitin-Adapterproteine in
Pflanzen existieren, die parallel zu den TOLs agieren kénnen. Wéahrend im Tierreich
hunderte Proteine mit SH3-Domanen existieren, gibt es davon in Pflanzen nur wenige
(Zarrinpar et al., 2003). Sogar in einzelligen Hefen wurden finfmal so viele SH3-
Doménen-enthaltende Proteine gefunden, wie in Arabidopsis, flr welche nur funf
Proteine mit SH3-Domé&nen annotiert sind (Zarrinpar et al., 2003). SH3-Doméanen sind
daflr bekannt, dass sie in vielzahligen Prozessen und Signalwegen involviert sind. Da
SH3-Domanen in Arabidopsis stark unterreprasentiert zu sein scheinen, ist es mdglich,
dass die wenigen vorhandenen SH3Ps verschiedene Aufgaben in der Zelle
ubernehmen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass SH3P2 mit Clathrin-umhillten Vesikeln
assoziiert ist. Dies lasst die Vermutung zu, dass SH3P2 in der Clathrin-abhangigen
Endozytose eine Funktion ausibt. Es interagierte sowohl mit ESCRT-I als auch mit
dem DUB AMSH3 und den putativen Ubiquitin-Adapterproteinen ALIX, FYVE1 und
TOL6, die ebenfalls im endosomalen Transport involviert sind. Die Interaktion mit
anderen Ubiquitin-Adapterproteinen kdnnte zu einer verstarkten Bindung von
Ubiquitin-Konjugate fuhren und somit eventuell den vakuolaren Abbau verschiedener
ubiquitinylierter Proteine steigern. In dieser Arbeit und von einer weiteren
Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass SH3P2 Phosphoinositide und somit Membranen
binden kann (Ahn et al., 2017). SH3P2 kénnte daher auch interagierende Proteine zu
endosomalen Membranen oder CCVs rekrutieren. Fir das Ubiquitin-bindende TOL6
wurde bislang keine Membranbindung nachgewiesen, es lokalisiert aber sowohl an
der Plasmamembran, wie auch auf punktuellen Strukturen in der Zelle (Korbei et al.,
2013). Es wéare moglich, dass TOL6 durch SH3P2 an die CCVs rekrutiert werden kann.
Auch das DUB AMSHS, welches mit SH3P2 und mit der ESCRT-I Untereinheit VPS23
interagiert (Nagel et al., 2017), kdnnte durch die Interaktion mit beiden Proteinen an
die CCVs rekrutiert werden. Das pflanzliche ALIX-Protein bindet K63-Ubiquitinketten
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und rekrutiert AMSH3 zu spaten Endosomen (Kalinowska et al., 2015). SH3P2
lokalisierte nicht nur an Clathrin-positiven Strukturen, sondern auch auf spéat-
endosomalen SKD1(EQ)-induzierten Kompartimenten. Vielleicht kann SH3P2 auch
eine rekrutierende Funktion auf MVBs ausliben und die Lokalisation von AMSH3
zusatzlich zur Interaktion mit ALIX verstarken, indem es eventuell mit ALIX interagiert
und gleichzeitig AMSH3 bindet. AMSH3 kénnte an Endosomen deubiquitinylierende
Funktion ausiiben. AMSH3 kénnte an MVBs die Ubiquitinketten der Cargos entfernen
und somit verhindern, dass Ubiquitinmolekule in der Vakuole abgebaut werden. An
den CCVs kann das Hydrolysieren der Ubiquitinketten zu einem Abbruch des
vakuolaren Transports fhren und die Cargos kdénnten wieder zurick an die
Plasmamembran transportiert werden.

Die fehlenden abnormen Phénotypen der sh3p-Mutanten deuten auf redundante
Funktionen der SH3Ps hin. Da sich die drei Homologen aber schon frih in der
Evolution der Landpflanzen getrennt haben (Nagel et al., 2017), liegt die Vermutung
nahe, dass sie eventuell auch Homolog-spezifische Funktionen entwickelt haben. Die
physiologischen Experimente in dieser Arbeit wurden mit einer Pflanzenlinie
durchgefihrt, welche eine artifizielle mikroRNA zur Stilllegung von SH3P2 exprimiert.
Die artifizielle mikroRNA ermdglicht allerdings keinen kompletten Verlust des
Transkriptionsprodukts. In diesem Fall gab es einen Runterregulation von SH3P2 auf
zehn Prozent. Eventuell reichen diese zehn Prozent aus, um die Funktionen von
SH3P2 in der Zelle aufrecht zu halten.

3.2 SH3P2 ist an der Bildung der Zellplatte beteiligt

Die Zellteilung in Pflanzenzellen nimmt einen anderen Verlauf als in tierischen Zellen.
Wéhrend der Zytokinese in Pflanzenzellen entwickelt sich die Zellplatte als
Teilungsebene, an der sich am Ende die Plasmamembran und die Zellwand bilden.
escrt Mutanten in Pflanzen zeigen Defekte in der Zytokinese und Organogenese
(Spitzer et al., 2006; Spitzer et al., 2009). Jedoch ist die molekulare Funktion von
ESCRT wahrend der pflanzlichen Zellteilung noch unklar, denn ESCRT scheint nicht
an der Zellplatte zu lokalisieren. ESCRT entstand schon frih in der Evolution und ist
Teil des Zellteilungsapparats in Archaeen (Lindas et al., 2008; Samson et al., 2008).
Interessanterweise sind in Vertebraten ESCRT-1 und ESCRT-Ill an der Zytokinese
beteiligt, genauer an der Abschnirung und Bildung der filamentésen Spirale, die
wahrend der Zellteilung gebildet wird (Elia et al., 2011). Auch endosomaler Transport
spielt bei der Bildung und Expansion der Zellplatte eine wichtige Rolle. Aus dem Golgi-
Apparat heraus bildet sich dabei ein tubulares Vesikel-Netzwerk, das spater zur
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Zellplatte verschmilzt. Wegen seiner Lokalisation an der entstehenden Zellplatte und
den Defekten bei der Zellplattenbildung in den Mutanten, wird vermutet, dass SH3P2
direkt an der Bildung dieser tubularen Strukturen und an der Zytokinese beteiligt ist
(Ahn et al., 2017). Um Uberschussiges Membranmaterial, welches bei der Bildung der
Zellplatte anfallt zu entfernen, finden dort ebenfalls Clathrin-vermittelte Transport-
Ereignisse statt (Otegui et al., 2001). Dort sind sowohl der Clathrin-Adapter TPLATE,
als auch Untereinheiten des AP2-Komplexes zu finden und auch fur Clathrin wurde
Lokalisation zur Zellplatte gezeigt und das Vorhandensein von Clathrin-umhdallten
Vesikeln (Otegui et al., 2001; Ito et al., 2012; Gadeyne et al., 2014). Ob auch Ubiquitin-
abhangiger Proteintransport an der pflanzlichen Zellplatte eine Rolle spielt wurde
bislang noch nicht gezeigt, aber auch hier muss die Proteinmenge und
-zusammensetzung an der sich bildenden Membran kontrolliert werden. Eventuell
findet dort auch Ubiquitin-abhangiger Proteintransport statt, dann kénnte SH3P2 auch
an der Zellplatte eine Funktion als Ubiquitin-Adapterprotein Gbernehmen.

3.3 SH3P2 kann im autophagosomalen Transport eine Rolle spielen

In der Vergangenheit wurde die Beteiligung von SH3P2 in der Autophagie gezeigt
(Zhuang et al., 2013). Autophagie ist, unter anderem, ein Prozess der unter Stress
einsetzt, um Ressourcen zu reaktivieren. Autophagie kann selektiv oder nicht-selektiv
stattfinden. Bei der Nicht-selektiven Makroautophagie werden Organellen und
Proteine ohne Modifikation beliebig aus dem Zytosol aufgenommen und zum Abbau
in die Vakuole transportiert (Michaeli et al., 2016). Bei der selektiven Autophagie
werden Organellen und Proteine selektiv mit Ubiquitin modifiziert. Autophagie-
spezifische Adapterproteine wie NEIGHBOR OF BRCA1 GENE 1 (NBR1) erkennen
die ubiquitinylierten Organellen und Proteine durch Bindung der Ubiquitinketten und
fihren diese durch Interaktion mit AUTOPHAGY RELATED GENE 8 (ATGS8) zu den
entstehenden Phagophoren-Membranen, welche sich spater zu den Autophagosomen
schlieBen und mit der Vakuole verschmelzen (Michaeli et al., 2016). K63-
Ubiquitinketten sind ein Signal fir den selektiven Abbau von Proteinen durch
Autophagie (Shaid et al., 2013). SH3P2 kolokalisiert mit ATG6, ATG7 und ATG8. Bei
ATG8 handelt es sich um ein Ubiquitin-ahnliches Protein (Inoue et al., 2006). SH3P2
kdénnte als Adapter zwischen Ubiquitin und ATG8 fungieren und so das Sortieren der
ubiquitinylierten Proteine in die Phagophoren vermitteln. Dies wirde die Lokalisation
von SH3P2 auf Phagophoren und Autophagosomen sowie die Interaktion mit ATG8
erklaren (Zhuang et al., 2013).
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In Pflanzen ist gezeigt, dass die ESCRT-IIl Untereinheiten CHMP1A und —B fur die
Bildung der multilamellaren Autophagosomen wichtig sind und Uberexpression von
einer nicht funktionellen ESCRT-IIl Untereinheit VPS2.1 fuhrt zu Defekten in
Autophagie (Spitzer et al., 2015) (Katsiarimpa et al., 2013). In wie weit die endosomale
Transportmaschinerie in Pflanzen im Prozess der Autophagie und im
autophagosomalen Transport involviert ist, ist bislang noch unklar (Kalinowska and
Isono, 2017). Da SH3P2 zusammen mit ESCRT-IlIl und ESCRT-Ill-interagierenden
Proteinen auf spaten Endosomen lokalisiert, kbnnte es auch indirekt an der Steuerung
von autophagischen Transportprozessen beteiligt sein.

3.4 SH3P2 koénnte bei der Membrankrimmung oder -abschniirung
wéahrend der CME eine Funktion ausiben

Die drei homologen SH3Ps in Arabidopsis besitzen neben der SH3-Doméne, eine
BAR-Domaéne. Proteine, die BAR- und SH3-Doménen enthalten sind dafir bekannt,
dass sie in der Endozytose fir das Erkennen von gebogenen Nukleations-Modulen in
der Plasmamembran wichtig sind und spater bei der réhrenférmigen Ausbildung des
Vesikelhalses und der Membranabschnirung eine entscheidende Rolle spielen
(Dawson et al., 2006; Daumke et al., 2014). SH3P2 lokalisiert an der Plasmamembran
und es wurde gezeigt, dass es die Fahigkeit besitzt, aus Liposomen tubulére
Strukturen zu formen (Ahn et al., 2017). Wenn SH3P2 diese Liposomen verformen
kann, dann ist es durchaus mdglich, dass es an der Plasmamembran &hnliche
Funktionen ausuben kénnte und dort die Membrankrimmung und —tubulation bei der
Vesikelbildung und -abschniirung verursacht.

Uber die Funktion der BAR-Domane von SH3P2 ist noch nicht viel bekannt, auBer
dass sie eventuell tubulierende Funktion an der entstehenden Zellplatte haben kdnnte
(Ahn et al., 2017). In Arabidopsis sind bislang nur wenige BAR-Doméanen-Proteine und
deren Funktion als BAR-Doméanen-Protein néher untersucht. Darunter sind die drei
homologen SH3Ps und drei Proteine aus der Familie der SORTING NEXIN (SNX)
Proteine (Jaillais et al., 2006; Ivanov et al., 2014; Heucken and Ivanov, 2017) (Ahn et
al.,, 2017). Fir beide Proteinfamilien wurde gezeigt, dass sie an endosomalen
Transportprozessen beteiligt sind. Wahrend die SNX Proteine hauptsachlich auf
Endosomen lokalisiert sind, zeigen die SH3Ps, insbesondere SH3P2, Lokalisation an
der Plasmamembran und auf Clathrin-markierten Strukturen.

Die Anordnung der Doménen in den SH3Ps &hnelt der Struktur von Endophilin und
Amphiphysin in anderen Organismen, indem sie im N-terminalen Teil die BAR-
Doméne und im C-Terminus die SH3-Doméane aufweisen (Zhuang et al., 20183;
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Abbildung 41: Die Strukturen der BAR-Doménen-Proteine zeigen deutliche Unterschiede

Schematische Darstellung der Doménen in den drei Arabidopsis SH3Ps und in S&uger Endophilin und
Amphiphysin aus Séugern. Von der GroBe zeigen die SH3 Proteine deutlich mehr Ahnlichkeiten zu Endophilin
als zu Amphiphysin, welches mit 695 Aminoséuren (AS) fast doppelt so groB ist. MaBstabsbalken: 100 AS.

Daumke et al., 2014) (Abbildung 41). Diese Proteine enthalten sogenannte N-BAR
Doménen, welche in der Lage sind Membrankrimmungen zu erkennen und selbst
Krimmung von Membranen zu verursachen. Aufféllig ist, dass das tierische
Amphiphysin deutlich langer ist als Endophilin und die drei SH3Ps (Abbildung 41). Von
Lange und Aufbau gleichen die Arabidopsis SH3Ps eher Endophilin als Amphiphysin.
SH3P1 allerdings hat einen langeren Abstand zwischen BAR- und SH3-Doméne und
kénnte daher andere Funktionen als SH3P2 und SH3P3 besitzen. Fir die Funktion
von SH3P2 kann noch keine Aussage getroffen werden, auch nicht dartiber, ob es sich
um ein Endophilin- oder ein Amphiphysin-ahnliches Protein handelt. Der Struktur nach
zu urteilen, &hnelt es eher einem Endophilin Ortholog.

Die BAR-Doménen-Proteine sind in anderen Organismen maBgeblich an der Clathrin-
abhangigen Endozytose von Plasmamembranproteinen beteiligt. Endophilin und
Amphiphysin formen und stabilisieren die tubulére Struktur des Vesikelhalses, an dem
die Vesikel von der Membran abgeschnirt werden. In anderen Organismen wurde
gezeigt, dass die BAR-Doméanen-Proteine die GTPase Dynamin an den tubuléaren
Vesikelhals rekrutieren und diese dann mechanisch die Abschnirung des Vesikels
bewirkt (Daumke et al., 2014). Fir SH3P2 wurde eine in vivo Interaktion mit dem
Dynamin-ahnlichen Protein DRP1A in Arabidopsis gezeigt und auch SH3P3 interagiert
mit dem Dynamin-Ortholog DRP2A (Lam et al., 2002; Ahn et al., 2017). DRP1A und
DRP2B lokalisieren sowohl an der Zellplatte als auch an der Plasmamembran und sind
vermutlich auch in Arabidopsis flir das mechanische Zusammenschnliren des
Vesikelhalses und die Abschnirung der Vesikel verantwortlich (Fujimoto et al., 2008;
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Fujimoto et al., 2010). Die Interaktion zwischen SH3Ps und DRPs kann also ein
Hinweis darauf sein, dass die SH3Ps auch in Pflanzen eine Funktion bei der
Membranabschnlrung an der Plasmamembran haben kdnnen (Abbildung 42A).

Auf der funktionellen Ebene scheinen Unterschiede zwischen Endophilin und
Amphiphysin zu existieren. So lassen sich beispielsweise die phanotypischen Defekte
der Endophilin-Mutanten in Drosophila mit einem Chiméra-Konstrukt, welches die
BAR-Doméane von Amphiphysin und die SH3-Doméne von Endophilin tragt, nicht
komplementieren (Jung et al., 2010). Dies zeigt, dass die BAR-Domanen der Proteine
unterschiedliche und durchaus unerlassliche Funktionen austben. Auch bei den SH3-
Doménen, die sich in ihrer Aminosaurensequenz sehr ahnlich sind, gibt es funktionelle
Unterschiede. Fur die SH3-Doméane von Amphiphysin beispielsweise wurde die
Fahigkeit gezeigt, Ubiquitin zu binden, wahrend fir die SH3-Domane von Endophilin
keine Hinweise auf Ubiquitin-Bindung gefunden wurden (Stamenova et al., 2007).
Amphiphysin und andere BAR-Doménenproteine besitzen Clathrin- und AP2-
bindende Motive, wahrend fur Endophilin weder eine Clathrin-Bindung, noch eine
Interaktion mit Adapterproteinen beobachtet wurde (Daumke et al., 2014). Neuere
Forschungsergebnisse lassen auch darauf schlieBen, dass Endophilin beim Lésen der
Clathrinhille von den Vesikeln eine Rolle spielen kdnnte (Pechstein et al., 2015). Die
Interaktion zwischen SH3P2 und dem pflanzlichen Auxilin-&hnlichen Protein kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass auch SH3P2 bei der Disassemblierung der
Clathrinmolekule vielleicht eine Rolle spielen kann. Eine direkte Interaktion mit Clathrin
wurde fir SH3P2 noch nicht gezeigt, jedoch die Interaktion mit Ubiquitin. Es wére auch
hier wieder méglich, dass SH3P2 mehrere Funktionen ausiiben kdnnte, daher sollten
weitere Untersuchungen unternommen werden, um aufzuklaren ob die drei SH3Ps in
Arabidopsis eventuell unterschiedliche Funktionen ausiben kdnnten. Des weiteren
wurde fuar Endophilin gezeigt, dass die BAR-Doméane verschiedene
Membranmodifizierungen ausiben kann. Abhangig vom Phosphorylierungszustand
der BAR-Doméane, wechselt die Funktion der BAR-Doméne zwischen
Membrantubulation im nicht-phosphorylierten Zustand und Membrankrimmung bzw.
Bildung von gekrimmten Zonen innerhalb der Membranen, im phosphorylierten
Zustand (Ambroso et al., 2014). In tierischen Nervenzellen wurde zudem auch eine
Beteiligung von Endophilin in der Autophagie gezeigt (Soukup et al., 2016).
Phosphoryliertes Endophilin ist direkt an der Bildung von Autophagosomen beteiligt
(Soukup et al., 2016). Uber den Phosphorylierungszustand von SH3P2 in Pflanzen ist
noch nichts bekannt. Eventuell kénnte auch SH3P2 durch Phosphorylierung reguliert
werden und abhéngig davon verschiedene Aufgaben an unterschiedlichen
Membranen ausiben. Die BAR-Doméane von SH3P2 kénnte auch bei dem Prozess
der Bildung und Krimmung der Phagophorenmembran und bei der SchlieBung zu
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Autophagosomen eine Rolle spielen (Abbildung 42B). Zukulinftige Arbeiten an SH3P2
sollten die Regulation der SH3Ps in Arabidopsis beinhalten.

3.5 Steuerung von Clathrin-unabhéangiger Endozytose

Endophilin hat in tierischen Zellen auch eine Schllsselfunktion in der schnellen
Clathrin-unabhéangigen Endozytose (Boucrot et al., 2015; Renard et al., 2015). In der
Clathrin-unabhangige Endozytose werden neben den Caveolin- und Flotillin-umhdillten
Vesikeln auch Vesikel ohne Hulle von der Plasmamembran abgeschnurt (Mayor et al.,
2014). Die ohne Hulle abgeschnurten Vesikel nehmen in der Zelle die gleichen Wege
Uber den endosomalen Transport, wie die Clathrin-umhillten Vesikel und auch hier
kann Ubiquitinylierung ein Signal fir den Transport von Proteinen und deren Abbau in
Lysosomen sein (Mayor et al., 2014). Der molekulare Mechanismus und die genauen
Funktionen der Clathrin-unabh&ngigen Endozytose ist noch weitgehend unbekannt,
aber auch in pflanzlichen Zellen findet diese statt. Wahrend in tierischen Zellen Toxine
und Membran-assoziierte Proteine ihren Weg Uber die Clathrin-unabhéngigen
Endozytose in die Zellen finden, wurde bislang in Pflanzen gezeigt, dass Glucose und
Hexose auf diese Art und Weise aufgenommen werden kdnnen (Sandvig et al., 2011;
Bandmann and Homann, 2012). Die Endozytose von Glucose wurde in Protoplasten
aus Tabak-Zellkultur gezeigt, in welchen die Glucose im TGN der Zellen akkumulierte
(Abbildung 42A) (Bandmann and Homann, 2012). Die Clathrin-unabhéngige
Endozytose kann durch Salzstress induziert werden und ermdglicht eine schnelle und
gesteigerte Endozytoserate in Arabidopsis Wurzelzellen (Baral et al., 2015). Bislang
ist noch nicht klar, ob in Pflanzen auch Proteine oder anderen Komponenten von der
Plasmamembran Uber die Clathrin-unabhangige Endozytose internalisiert werden und
ob auch dieser Endozytoseweg am Proteinabbau beteiligt ist. Als Endophilin-ahnliches
Protein kbnnte SH3P2 in Pflanzen ebenfalls an der Clathrin-unabhéangigen Endozytose
beteiligt sein, dies wurde jedoch bislang noch nicht untersucht. Zukulnftig sollte
Uberpraft werden, ob die drei pflanzlichen SH3Ps eventuell auch dort eine Rolle
spielen kénnen.

In dieser Arbeit konnte SH3P2 als ein Ubiquitin-Adapterprotein identifiziert werden,
das mit CCVs assoziiert ist und mit der ESCRT-Maschinerie interagiert. Seine
Domanenstruktur zeigt starke Ahnlichkeit zu Endophilin und die Interaktionen mit
anderen Proteinen, die in der Endozytose, an der Zellplatte und in der Autophagie
beteiligt sind lasst vermuten, dass SH3P2 multiple Funktionen austiben kénnte. Dies
Offnet weitere interessante Fragen, die es in zukinftigen Studien zu untersuchen gilt.
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Abbildung 42: Weitere mégliche Funktionen von SH3P2 als Endophilin-dhnliches Protein in Pflanzen
A) SH3P2 kann als BAR-Doménenprotein Endophilin-dhnliche Funktionen wahrend der Clathrin-abh&ngigen
und —unabhangigen Endozytose in Pflanzen ausiiben. SH3P2 hat die F&higkeit Membranen zu binden und zu
verformen und es interagiert in vivo mit DRP1A, einem Dynamin-&hnlichen Protein, das an der Endozytose
beteiligt ist (Fujimoto et al., 2010; Ahn et al., 2017). SH3P2 koénnte wie Endophilin die Tubulierung des
Vesikelhalses hervorrufen und DRPs zur Membran rekrutieren, welche mechanisch das Abschneiden des
Vesikels verursachen. B) SH3P2 lokalisiert auch an Phagophoren und Autophagosomen. Wie Endophilin,
kénnte auch SH3P2 eine Rolle bei der Bildung von Autophagosomen spielen. Mittels das BAR-Doméane kann
es zur Krimmung und SchlieBung der Phagophrenmembran beitragen. Hier kann SH3P2 aber auch als
Adapterprotein fungieren, indem es K63-Ubiquitinketten bindet und mit AGT8 interagiert. Eventuell kann auch
in Pflanzen Phosphorylierung, wie bei tierischen Endophilin, eine Rolle in der Regulation von SH3P2 und
dessen Aufgabenverteilung spielen.
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4 Material und Methoden
41 Materialien

Sequenzen und Bezeichnungen aller wéhrend dieser Arbeit hergestellten Oligos sind
im Appendix Tabelle 1 zu finden. Die wéhrend dieser Arbeit klonierten Plasmide sind
im Appendix Tabelle 2 zu finden. Die Oligos fir die Genotypisierungen der
Mutantenlinien sind im Appendix Tabelle 3 zu finden. Antikbrper zur spezifischen
Detektion von Proteinen sind gelistet im Appendix Tabelle 4. Chemikalien und
Lésungen die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind im Appendix in Tabelle 5
gelistet. In Appendix Tabelle 6 wurden Bakterien- und Hefestamme gelistet. Appendix
Tabelle 7 enthélt eine Auflistung der Gen-Namen und Gen-Orte, die im Rahmen dieser
Arbeit verwendet wurden.

4.1.1 Pflanzenlinien

Die Experimente in dieser Dissertation wurden alle im Arabidopsis thaliana Okotyp
Columbia-0 (Col) durchgefihrt, abgesehen von jenen Experimenten mit der Linie
ELCH-HA, welche den Okotyp Wassilewskija (Ws) tragt (Spitzer et al., 2006). Die T-
DNA Insertionsmutanten sh3p1 (Salk_127258), sh3p3 (Salk_065790), vps23.1-3
(Sail_1233E07_2-4) und vps23.2-1 (Sail_237G05_3-4) wurden Uber das Nottingham
Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen. Fir Mehrfachmutaten wurden diese
Linien miteinander gekreuzt.

Bei der Zellkultur fur die Protoplastierung handelte es sich um Wurzelzellen von
Arabidopsis thaliana.

4.1.2 Bakterien und Hefestamme

Klonierte Plasmide wurden zur Vermehrung in die E.coli Zellen DH5a (F—
®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
A— thi-1gyrA96 relA1) oder TOP10 (F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mceBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recA1 araD139 A(ara leu) 7697 gall gaKrpsL (StrR) endA1 nupG)
transformiert.

Fur die Expression rekombinanter Proteine wurden die E.coli Zellen Rosetta-DE3 (F—
ompT hsdSB(rs— ms—) gal dcm pRARE? (CamR)), Rosetta-gami 2 (A(ara—leu)7697
AlacX74 AphoA Pwull phoR araD139 ahpC galE galK rpsL F’[lact lacld pro]
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gor522: Tn10 trxB pRARE23 (CamR, StrR, TetR)4) und Rosetta-gami B (F— ompT
hsdSB(rs— ms—) gal dcm lacY1 aphC gor522:Tn10 trxB pRARE? (CamR, KanR, TetR))
(Merck-Millipore, Deutschland).

Fir die Pflanzentransformation wurden die drei Agrobacterium tumefaciens Stamme
GV3101:pMP90 (C58 (Riff), plasmid: pMP9O(pTiC58AT-DNA) (GentR)),
GV3101::pMP90RK (C58 (Riff), plasmid: pMP90RK(pTiC58AT-DNA) (GentR, KanR))
und GV3101::pMP90 pSOUP (C58 (Riff), plasmids: pMP90(pTiC58AT-DNA) (GentR),
pSOUP (TetR))verwendet.

Fur die Y2H-Analysen wurden folgenden Hefestdmme mit den jeweils zu testenden
Plasmiden doppelt transformiert: Der Hefestamm Y8800 (basierend auf dem Stamm
PJ69-4; MATa, leu2-3, 112, trp1-901, his3-200, ura3-52, gald4A, gal80A, GAL2-ADE2
LYS2::GAL1-HIS3, MET2::GAL7-lacZ cyh2R) und der Stamm Y190 (MATa, ura3-52,
leu2-3, 112, trp1-901, his3-200, ade2-101, lys2-801, galdA, gal80A, LYS2::GAL1-
HIS3-HIS3, MEL1, URA3::GAL1-GAL1-lacZ, cyh2).

4.2 Methoden
4.2.1 Pflanzenanzucht

Arabidopsis thaliana Pflanzen wurden bei 21°C in Dauerlicht oder unter Langtag-
Bedingungen (16 Stunde Licht/8 Stunden Dunkelheit) mit einer Lichtintensitat
zwischen 100 und 120 pmol m?2 sec' angezogen. Fir die sterile Anzucht von
Keimlingen  wurden Samen fur 15-20 min in  einer gesattigten
Calciumhypochloritidbsung und anschlieBend fir 15 Sekunden in 80%igem Ethanol
sterilisiert und 3-mal mit sterilem Wasser gewaschen. Die Samen wurden auf
Germination medium- (GM-) (4,3 g/l Murashige & Skoog (MS); 10 g/l Saccharose; 0,5
g/l 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)-Monohydrat; 6,5 g/l Agar; pH 5,8 mit
KOH eingestellt) oder 2 MS-Wachstumsmedium (2,15 g/l Murashige & Skoog (MS);
0,5 g/l MES-Monohydrat; 6,5 oder 8 g/l Agar; pH 5,8 mit KOH eingestellt). Bevor die
Samen in Licht kamen, wurden sie ein bis 4 Tage bei 4°C stratifiziert. Je nach Bedarf
wurden diese Keimlinge nach sieben Tagen auf Erde pikiert und bei 21 °C und
Dauerlicht oder Langtagbedingungen fur Experimente mit adulten Pflanzen oder zur
Propagierung gehalten.

Fir die Wurzellangen-Messungen wuchsen die Keimlinge sechs Tage auf GM, das
mit 3 uM Brefeldin A (BFA) versetzt war, unter Langtagbedingungen bei 21 °C. Um
einen Autophagiedefekt zu erkenne, wurden sieben Tage alte Keimlinge, auf 72 MS
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und unter Kurztagbedingungen gewachsen, fur finf oder sechs Tage ins Dunkel
gebracht, um deren Seneszenz zu beobachten.

Fur die statistische Auswertung der Nachkommenschaft der Mehrfach-Mutante
vps23.1-3+/-vps23.2-1+/- und vps23.1-3+/-vps23.2-1+/-amish3p2+/- wurden Samen
dieser Linie auf GM ausgelegt und nach dreitéagiger Stratifizierung bei 4 °C flr sieben
Tage unter Langtag-Bedingungen angezogen. Fir die Komplementation mit
SH3P2pro:SH3P2(amiRNAres)-GFP wurden ca. 200 rot-fluoreszierende Ti-Samen
nach der Transformation unter dem Fluoreszenz-Stereomikroskop selektiert und
ebenfalls auf GM ausgelegt. Nach dreitatiger Stratifizierung kamen sie zur gleichen
Zeit wie die Ubrigen Platten in Langtag-Bedingungen. Als WT-Kontrolle wurde Col-0
ebenfalls unter denselben Bedingungen gezogen. Die statistische Aufwertung erfolgte
durch manuelles Zahlen der Keimlinge unter dem Stereomikroskop, dabei wurde
zweimal von unterschiedlichen Personen ausgezéhlt. Um die Expression von
SH3P2(amiRNAres)-GFP sicher zu stellen, wurden die Keimlinge nach der Analyse
unter dem Konfokalmikroskop betrachtet, dabei wurde festgestellt, dass alle Keimlinge
das Konstrukt exprimierten.

4.2.2 Pflanzentransformation

Arabidopsis thaliana wurde mittels der der floral dip-Methode transformiert (Clough
and Bent, 1998). Hierfir wurden die Agrobacterium tumefaciens Stamme
GV3101::pMP90, GV3101::pMP90RK oder GV3101::pMP90 pSoup mit der jeweiligen
Plasmid-DNA transformiert, welche ins pflanzliche Genom integriert werden sollte. Die
transformierten Bakterien wurden auf LB-Medium (1 % (w/v) Trypton, 0,5% (w/v)
Hefeextrakt, 1 % NaCl, pH 7), versetzt mit den entsprechenden Antibiotika, selektiert.
Fir alle A. tumefaciens Stdmme wurden hierbei 50 pyg/ml Rifampicin und 25 pg/ml
Gentamycin eingesetzt. Fir GV3101::pMP90RK wurde zusatzlich 50 pyg/ml Kanamycin
zugegeben und fur GV3101:: pMP90 pSoup 12 pg/ml Tetracyclin. Nach der der
Selektion wurden die Bakterien fir 24 Stunden in 500 ml flissigen LB angezogen und
das Zellpellet nach Zentrifugieren bei 4 000 g in 100 bis 200 ml Transformationspuffer
(0,22% (w/v) MS, 5% (w/v) Glucose, 0,05% MES-Monohydrat, 44 uM 6-
Benzylaminopurin, 0,05% (w/v) Silwet L-77) geldst. Knospende Arabidopsis Pflanzen
des Okotyps Col-0 wurden nun fiir 30 Min in diese Zellsuspension eingetaucht und
Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) unter einer Plastikhille gehalten. AnschlieBend
wurden die Pflanzen unter normalen Bedingungen (s. unter 4.2.1) bis zum Abreifen
weitergezogen.
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4.2.3 Selektion der transgenen Pflanzen

Die Samen der transformierten Pflanzen wurden auf verschiedene Weisen selektiert,
je nachdem, welche Resistenz die eingebrachten Plasmide enthielten.

Fir eine Antibiotika-Selektion wurden die Samen sterilisiert und auf ¥2 MS-Medium mit
entsprechend 50 pyg/ml Kanamycin oder 30 pyg/ml Hygromycin B ausplattiert. Nach
sieben bis zehn Tagen wurden die Uberlebenden Keimlinge auf Erde gesetzt und unter
normalen Bedingungen gezogen.

Fir eine BASTA (Glufosinat-Ammonium)-Selektion wurden die Samen direkt auf Erde
ausgesat und nach der Keimung zweimal, jeweils nach vier bis funf Tagen und nach
acht Tagen, mit BASTA-L6sung (Bayer CropScience, Deutschland) (1:1000 verdiinnt)
bespriht. Die Uberlebenden Keimlinge wurden vereinzelt und unter normalen
Bedingungen gezogen.

Samen von Pflanzen, die mit dem pFAST-Vektor transformiert wurden exprimierten
ein Reportergen und konnten unter Fluoreszenzlicht im Olympus BZX16
Stereomikroskop (Olympus, Europa) anhand ihrer Fluoreszenz identifiziert und
gesammelt werden. AnschlieBend wurden die Samen sterilisiert und auf GM
ausplattiert, nach sieben Tagen wurden die Keimlinge auf Erde gesetzt.

4.2.4 PEG vermittelte Transformation von Wurzelzellprotoplasten

Aus einer drei bis flinf Tage alte Arabidopsis Wurzelzellkultur wurden 10 ml der Kultur
unter sterilen Bedingungen in einem 15-ml R6hrchen gesammelt und bei 400 g far 2
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 10 ml WD
(Wall Digestion) Lésung (0.4 M Mannitol, 8 mM CaCl2 x 2H20) ohne Enzyme
gewaschen und nochmals bei 400 g fiir 2 min zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde nun in WD Lésung mit Enzymen (0.4 M Mannitol, 8
mM CaClz x 2H20, 1 % Cellulase und 0.25% Macerozym) resuspendiert. Fiir den
Zellwandverdau wurde die Zellen zwei bis drei Stunden bei Raumtemperatur (RT) und
bei 50 - 55 rpm auf einem Schuttler inkubiert. Um die Zellverbindungen zu brechen,
wurde das Roéhrchen ab und zu invertiert. Nach zwei bis drei Stunden wurde die
Verdaueffizienz unter dem Mikroskop kontrolliert.

Waren die Zellen protoplastiert, wurde sie in flinf 2-m| ReaktionsgeféBe aufgeteilt und
bei 100 g fur 2 min zentrifugiert. Die lebenden Zellen pelletierten dabei auf den Boden
der GefaBe, der Uberstand wurde verworfen. Die Pellets wurden einmal mit WD
Lésung ohne Enzyme gewaschen. Die Protoplasten wurden anschlieBend in W5
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Lésung (154 mM NaCl, 125 mM CaClz2x 2H20, 5 mM Glucose, 5 mM KCI) %2 Stunde
auf Eis inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Protoplasten unter dem
Lichtmikroskop gezahlt. Nach 30 min wurden die Protoplasten bei 100 g pelletiert und
in MMM Lésung (15 mM MgCl2, 0.1 % MES Monohydrate, 0.5 M Mannitol)
aufgenommen, die Zellkonzentration sollte 108 Zellen/ ml betragen. 250 pl dieser
Suspension wurde nun mit 20 ug je DNA-Konstrukt versetzt und 250 yl PEG Lésung
(40% Polyethylenglycol (PEG) 4000, 0.4 M Mannitol, 0,1 M CaCl2 x 2H20)
hinzugegeben. Zur Transformation werden die Zellen 30 min auf Eis inkubiert,
anschlieBend pelleitert und mit W5 Lésung gewaschen. Die Zellen werden Uber Nacht
in 200-300 pl Nahrlésung (4.33 g/L MS mit Gamborg B5 Vitamin medium) bei 21 °C
im Dunkeln inkubiert und am darauf folgenden Tag unter dem Konfokalmikroskop
untersucht.

4.2.5 Molekularbiologische Methoden
4.2.5.1 Klassische Klonierung

Die zu klonierenden Genen und Fragmente wurden mit der Phusion High-Fidelity DNA-
Polymerase (Thermo Fisher Scientific) in einer Polymerasekettenreaktion (PCR)
amplifiziert. In einem 50 pyl Ansatz befanden sich einfach (1x) Phusion HF Puffer, 200
UM Desoxynukleinsdurenmix (dNTPs), je 1 uM Oligos, zwischen 250 ng und 1 ug
cDNA oder genomische DNA (fir genomische Konstrukte) und 1 U (eine Enzym-
Einheit) Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase. In manchen Féllen wurde 0,5 mM
MgClz oder 3 % Dimethyl-sulfoxid (DMSQO) der Reaktion zu gegeben. Nach Kontrolle
der PCR-Produkte auf einem 0,8 %igem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel wurden
die PCR Produkte wurden mittels Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) aufgereinigt und ca. 40 ug der aufgereinigten PCR sowie die bendtigten
Klonierungsvektoren, mit 10 U der jeweiligen Restriktionsenzyme, welche flr die
Klonierung gewéhlt wurden, in einem 50 pl Ansatz flr 4 Stunden bei 37°C verdaut. Die
verdauten Insertionsfragmente wurden mittels DNA-Fallung in Ethanol aufgereinigt
oder aus einem 0,8 %igem Agarosegel ausgeschnitten und mittels Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System aufgereinigt. Fir die DNA-Fallung wurden 125 ul 100% Ethanol
und 5 pyl 3 M Natriumacetat-L6sung pH 5,2 zu 50 uyl Reaktionsansatz gegeben und 5
min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschlieBend bei 13 000 g fir 15 min
zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 70 %igem Ethanol gewaschen und nach
Trocknung in 20-30 yl Wasser gel6st.

Fur die Ligation der Insertionsfragmente und den Vektoren, wurden diese auf ein 0,8
%iges Agarosegel aufgetragen, um die Konzentrationen zu vergleichen. In der Ligation
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wurden die Fragmente im Verhaltnis Vektor zu Insert 1:5 eingesetzt und 1x T4 DNA
Ligase Puffer und 2,5 U der T4-Ligase (Thermo Fisher Scientific). Nach einer Stunde
wurde der komplette Ligationsansatz in E. coli Zellen (DH5a oder Top10) transformiert
und auf LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika zur Selektion Uber Nacht bei
37 °C angezogen.

4.2.5.2 Klonierung der, in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte mittels
klassischer Klonierung

Die Sequenzen und genutzten Schnittstellen sind den Tabellen 1 und 2 zu entnehmen.
Die Konstrukte fur die Y2H-Tests wurden jeweils in die Vektoren pGAD7 und pGBKT7
(Clontech) kloniert. Um die Hefe-Konstrukte GBD-SH3P2 und GAD-SH3P2 zu
erhalten, wurden das offene Leseraster (open reading frame [ORF]) der jeweiligen
Gene mitden Oligos MS11 und MS12 aus Arabidopsis cDNA amplifiziert und zwischen
die Schnittstellen EcoRI und Sall der Vektoren pGBKT7 und pGAD?7 kloniert. GAD-
SH3P1 und GAD-SH3P3 wurden jeweils mit den Oligopaaren MS7-MS8 und MS9-
MS10 amplifiziert und SH3P1 zwischen die Schnittstellen Ncol und BamHI sowie
SH3P3 zwischen die Schnittstellen EcoRl und Sall des Vektors pGAD7 kloniert.
Auxilin-like protein wurde mittels Oligos MN106-MN107 amplifiziert und zwischen
EcoRI und Xhol in pGAD7 kloniert. Um 35Spro:SH3P2-GFP zu erhalten wurde, das
ORF von SH3P2 mit den Oligos MN6-MN7 von cDNA sowie GFP mit dem Oligopaar
MN15-MN16 von einem bereits existierenden GFP-Konstrukt amplifiziert und mittels
Dreifragmentligation in pUC18 kloniert. Die ESCRT-I-Gene GAD-VPS23.1, GBD-
VPS23.1, GBD-VPS28.1, GBD-VPS37.1 wurden mit den Oligos MN150-MN151
(VPS23.1), MN148-MN149 (VPS28.1) und MN146-MN147 (VPS37.1) amplifiziert und
zwischen die Schnittstellen EcoRI-Xhol von pGADT7 oder EcoRI-Sall von pGBKT7
kloniert. Die VPS23 Fragmente wurden mit MN150-MN198 amplifiziert, um GAD-
VPS23(UEV) zu erhalten und mit MN199-MN151, um GAD-VPS23(AUEV) zu
klonieren. GBD-SH3P2(ASH3), GBD-SH3P2(ABAR) und GBD-SH3P2(N84) wurden
vom Volllangenkonstrukt amplifiziert, mit jeweils MS11-MN177, MN176-MS12 und
MS11-MN178 und zwischen EcoRI und Sall bzw. Xhol von pGBKT7 und pGAD
kloniert.

Um GST-SH3P2(FL) und die Genfragmente von SH3P2, GST-SH3P2(ABAR), GST-
SH3P2(ASH3) und GST-SH3P2(ANBAR) zu erhalten, wurden entsprechend mit
folgenden Oligos von dem Konstrukt GBD-SH3P2 amplifiziert: MS11-MN156-2,
MN157-MN156-2, MS11-MN216 und MN158-MN156-2. Alle Gene wurden zwischen
die Schnittstellen EcoRI-Notl des Vektors pGEX-6P-1 (GE Healthcare Life Science)
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kloniert. Fir MBP-SH3P2 wurde SH3P2 zwischen die EcoRI-Notl Schnittstellen des
Vektors pMAL-p2T (ein Geschenk aus dem Labor von Keiji Tanaka). Der C-Terminus
von VPS23 wurde mit den Oligos MN199-MN151 amplifiziert und zwischen EcoRI-Sall
von pGEX-6P-1 kloniert, um GST-VPS23.1(AUEV) zu generieren. GST-TOL6(GAT)
und GST-TOL6(C380) wurden jeweils mit MN217-MN218 und MN219-MN220 mit
EcoRI und Notl in pGEX-6P-1 kloniert. Die TOL-Konstrukte fur die Y2H-Analyse
wurden von Franziska Anzenberger hergestellt. Das ORF von TOL2 und TOL6 wurde
jeweils mit MN152-MN153 und MN154-MN155 amplifiziert und zwischen den
Schnittstellen Ndel und Xhol von pGADT?7 platziert.

4.2.5.3 Gateway Klonierung

Die Prozedur und die Kondition der PCR-Amplifizierung waren dieselben, wie unter
4.3.1.2 beschrieben. Die Gateway Klonierung wurde mittels des Gateway BP Clonase
I Enzym Mix und Gateway LR Clonase Il Enzym Mix (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Deutschland) durchgefiihrt, dabei wurde dem Protokoll des Herstellers
gefolgt. Fur die BP-Reaktion wurde der Vektor pPDONR207 verwendet. Statt der BP-
Reaktion konnte auch eine TOPO-Gateway-Reaktion erfolgen (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Deutschland). Auch hier wurde nach Herstellerprotokoll verfahren,
der in dieser Reaktion verwendetet Vektor war pENTR-TOPO/D/TEV. Die TOPO-
Gateway-, BP- und LR-Reaktionen wurden in E.coli Zellen (DH5a oder TOP10)
transformiert und auf LB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika zur Selektion
Uber Nacht bei 37 °C angezogen.

4.2.5.4 Klonierung der Konstrukte in dieser Arbeit mittels Gateway Klonierung

Fiar  die  pflanzen-expressorischen = SH3P2-Konstrukte  355:SH3P2-GFP,
35S:SH3P2(ASH3)-GFP and 35S:SH3P2(ANBAR)-GFP wurden jeweils die
Oligopaare MN53-MN54, MN229-MN230 und MN231-MN232 verwendet und mittels
Gateway Technologie in die Vektoren 35S:GW-GFP (nur das Volllangenprotein) und
in pFAST-RO05 kloniert (nur die beiden Fragmente) (Shimada et al., 2010).

Das Konstrukt VPS23.1:VPS23.1-TagRFP in pGWB558 (Nakagawa et al., 2007) fur
die Expression in Pflanzen, wurde mit den Oligos MN185-MN186 aus genomischer
DNA amplifiziert. Die Oligos deckten den Bereich einer 1989 bp langer Promoter-
Region und das gesamte Gen ab, das aus einem einzigen Intron besteht.

Um eine artifizielle mikroRNA fir amish3p2 zu generieren, wurde die Zielsequenz
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ACGAATGGTAACGTAT in den Vektor pGWB502 (Nakagawa et al., 2007) kloniert.
Dieses Konstrukt wurde von Mie Ichikawa, Labor von Masa H. Sato, Department of
Life and Environmental Science Kyoto hergestellt. Das Konstrukt SH3P2:SH3P2-
GFP(amiRNAres) (hergestellt von Franziska Anzenberger), welches resistent gegen
die artifizielle mikroRNA ist, basiert auf dem Konstrukt SH3P2pro:SH3P2-GFP, das
ebenfalls von Mie Ichikawa hergestellt wurde. Es weist eine Mutation auf, in der die
Zielsequenz ACGAATGGTAACGTAT, welche mit den Oligos FA212-FA213 durch
PCR-basierte Mutagenese hergestellt wurde und anschlieBend mit dem Oligopaar
FA214-FA215 amplifiziert und mittels Gateway Klonierung in den Vektor pFAST-R07
(Shimada et al., 2010) kloniert wurde.

Die Klonierung von 35S:YFP-CLC und pUBQpro:ECFP-ARA7 war beschrieben in
Nagel et al. 2017 (Nagel et al., 2017). Auch die Herstellung weiterer Konstrukte, die in
dieser Arbeit verwendet wurden, aber nicht von mir oder Franzika Anzenberger im
Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, SH3P2pro:SH3P2-GFP, CLCpro:CLC-
mKO, AMSH3pro:AMSH3-YFP, AMSH3:mCherry-AMSH3,  35Spro:HA-SKD1,
UBQ10pro:YFP-VPS2.1, UBQ10pro:RFP-CLC, 35Spro:RFP-SYP41, 35Spro:RFP-
ARA7, SYP43pro:GFP-SYP43, UBQ10pro:YFP-ARA7, UBQ10pro:mCherry-ARA7
and TOL6pro:TOL6-mCherry, 355pro:ELC-HA, GST-VPS2.1, GST-AMSH3, GBD-
AMSH1, GBD-AMSH2, GBD-AMSH3(AXA), GAD-AMSH3, GBD-FYVE1(AFYVE1)
und 35Spro:RFP-FYVET sind in folgenden Veréffentlichungen beschreiben (Geldner
et al., 2009b; Katsiarimpa et al., 2011; Ito et al., 2012; Uemura et al., 2012; Korbei et
al., 2013; Kolb et al., 2015; Nagel et al., 2017).

4.2.5.5 Plasmidisolierung aus E.coli Zellen

Klonierte Plasmide wurden zur Vermehrung in E.coli Zellen (DH5a) transformiert und
in 3 ml LB-Medium Uber Nacht bei 37° C schittelnd inkubiert. Nach dem Pelletieren
wurden die Zellen durch eine alkalische Lyse aufgeschlossen und die Plasmide mittels
Plasmid-Praparation aufgereinigt. Hierfir wurden das Zellpellet in 100 pyl P1-Lésung
(50 mM Tris pH8, 10 mM Ethylendiamintetraessigsaure [EDTA]) resuspendiert. Durch
die Zugabe von 200 ul P2-Lésung (200 mM NaOH, 1 % SDS) fand die Lyse der E.coli
Zellen statt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension mit 150 pyl P3-Lésung (3M
Kaliumacetat, pH5,5) neutralisiert und dadurch Proteine und DNA denaturiert. Mit 100
!l Phenol:Chloroform (1:1) wurde die Zellsuspension bei 13 000 g fir 5 Min ab
zentrifugiert und dabei die I6slichen Proteine ausgewaschen und in der organischen
Phenol-Phase gebunden. Die wéssrige Phase wurde nach dem Zentrifugieren
abgenommen und mit 300 pl Isopropanol gemischt, um eine DNA-Féllung bei 4°C und
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13.000 g durchzufihren. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend mit 80% Ethanol
gewaschen und bei RT getrocknet. Das getrocknete Pellet wurde in 50ul Wasser mit
Ribonuclease R (Carl-Roth) geldst und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.

Fur Midi- oder Maxi-Praparationen wurde das JETstar 2.0 Plasmid Purification MIDI-
oder MAXI Kit (GENOMED) verwendet.

4.2.5.6 Isolierung von genomischer DNA aus Arabidopsis

Samen, Keimlinge oder einzelne Blatter von Arabidopsis thaliana wurden im 1,5 ml
Reagiergefa3 zermahlen, entweder mit einem Plastikhomogenisator oder mittels
Glasperlen im TissueLyser |l (Quiagen). Das gemahlene Samen- oder
Pflanzenmaterial wurde in 300 uyl DNA-Extraktionspuffer (250 mM NaCl, 200 mM Tris-
HCI pH 7.5, 25 mM EDTA pH 8.0, 0.5% SDS) aufgenommen und fiir 45 Min bei 65°C
inkubiert. AnschlieBend wurde das Lysat mit 300 yl Phenol:Chloroform (1:1) vermischt
und bei 13 000 g fur 5 Min zentrifugiert und dabei die 16slichen Proteine ausgewaschen
und in der organischen Phenol-Phase gebunden. Die wassrige Phase wurde nach dem
Zentrifugieren abgenommen und mit 200 ul Isopropanol gemischt, um eine DNA-
Fallung bei 4°C und 13 000 g durchzufihren. Das DNA-Pellet wurde anschlieBend mit
80% Ethanol gewaschen und bei RT getrocknet und das Pelletin 200 ul Wasser gelést.

4.2.5.7 Genotypisierungs-PCR und Mutantenanalyse

Genotypisierungen der T-DNA-Insertionslinien und transformierter Linien mit
jeweiligen Konstrukte erfolgten mittels PCR Analysen und den jeweiligen
genspezifischen Oligos. Fur die Genotypisierung von vps23.7-3 wurden die Oligo-
Kombinationen AG49-AG51 fur das wildtypische Gen und AG51-LB3Sail fur die T-
DNA-Insertion verwendet. Fiur vps23.2-1 die jeweilige Oligopaare AG47-FA169 und
AG47-LB3Sail. Um zu testen, ob das Konstrukt VPS23.1:VPS23.1-RFP in einer
Pflanze vorhanden war, wurde das Oligopaar MN201-FA121 verwendet. Das
Wildtypische Gen SH3P1 wurde mit dem Oligopaar MN91-MN92b identifiziert und die
Mutante sh3p1 mit MN91-LBb1.3. Wildtypische Gen SH3P3 wurde mit dem Oligopaar
MN93-MN94 identifiziert und die Mutante sh3p3 mit MN93-LBb1.3. Das Konstrukt,
welches die mikroRNA-Zielsequenz von SH3P2 enthielt wurde mit den Oligos EI1-EI2
amplifiziert, welche an den att-Stellen des Gateway Vektors binden oder mit einem
Oligo, das im 35S Promotor bindet und EI2.
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4.2.5.8 Reverse Transkriptase - und quantitative Echtzeit (qRT)- PCR

RNA aus Keimlingen wurde mittels NucleoSpin RNA Plant Kit (Machery-Nagel)
extrahiert und 1 pyg der RNA wurde nach Herstellerprotokoll mit Oligo(dT) Primern
(20uM, Sequenz: TTTTTTTTTTTTTITTITTTTTVN) und der M-MulV Reverse
Transcriptase (Fermentas) zu cDNA zurlck transkribiert. Um die Transkription der
SH3P-Gene in den T-DNA-Linien sh3p1 und sh3p3 zu kontrollieren, wurde mit dieser
cDNA, entsprechend mittels Primerpaaren MN99-MN100 und MN103-MN104, eine
PCR auf die jeweiligen Gene durchgefihrt.

Fir eine quantitative Analyse wurde eine gRT-PCR mit iQ SYBR Green Supermix (Bio-
Rad) in einem CFX96 Real-Time Systemcycler (Bio-Rad Laboratories) durchgefihrt.
Als Kontrolle diente bei beiden PCR-Analysen ACTINZ2 als Kontrolle. Um die
Transkriptionsprodukte von SH3PZ2 in der artifiziellen mikroRNA-Linie amish3p2 zu
amplifizieren, wurde das Primerpaar MN174-MN175 benutzt. Als Kontrolle diente bei
beiden PCR-Analysen ACTINZ2 als Kontrolle (Katsiarimpa et al., 2011) (Katsiarimpa et al.,
2013).

4.2.6 Biochemische Methoden
4.2.6.1 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese wurde durchgefihrt, wie 1970 beschrieben in (Laemmli,
1970). Um die Gele vorzubereiten, wurden die Minigelsysteme Mini-PROTEAN Il
System (Bio-Rad Laboratories) und SureCast Gel Handcast (Thermo Scientific)
genutzt. Die 10 % -15 %igen Gele wurden mit einer 29:1 Acrylamid/Bisacrylamid-
Lésung der Firma Carl Roth hergestellt. Die Proben lagen in Laemmli-Puffer vor
(Laemmli, 1970), als GréBenreferenz diente der vorgefarbter Marker PageRuler™ Plus
(Thermo Scientific) fir die Westernblotanalyse oder der ungefarbte BenchMark™
(Thermo Scientific) zur Quantifizierung im Coomassie-gefarbten Gel.

4.2.6.2 Coomassiefarbung

SDS-Gele fir Coomassiefarbung wurden direkt nach der Gelelektrophorese in die
Farbelbsung (25 % w/v Coomassie Brillantblau G R250, 43 % v/v Ethanol, 7 % v/v
Essigsaure) geben und fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurde das Gel wieder mit Entfarberlésung (43 % v/v Ethanol, 7 % v/v Essigsaure)
entfarbt, um die gefarbten Proteinbanden sehen zu kénnen.
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4.2.6.3 Westernblotanalyse

Um die Proteine im Westernblot mit den spezifischen Antikbrpern zu analysieren,
wurden diese im elektrischen Feld aus dem SDS-Gel auf eine Membran Ubertragen.
Hierfar wurde die Polyvinylidenfluoride (PVDF)- Membran fir 30 Sekunden in 100 %
Methanol inkubiert und anschlieBend in SD-Puffer (25 mM Tris pH 8.3, 192 mM
Glycine, 20 % (v/v) Methanol, 0.04 % (w/v) SDS) aufbewahrt. 1,2 mm dickes
Filterpapier wurde ebenfalls mit SD getrédnkt und wie folgt im Blotter (Pequlab)
gestapelt: zwei Filterpapiere, PVDF-Membran, Gel, zwei Filterpapiere. Luftblasen
wurden mittels eines Rollers aus dem Sandwich gedriickt. Im elektrischen Feld wurden
nun die Proteine fur eine Stunde bei 2 mA/cm? vom Gel auf die Membran Ubertragen.
AnschlieBend wurde die Membran mit Blockpuffer (10 % w/v Magermilchpulver in
TBST [50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgCI2, 0.05 % (v/v) Tween-20])
schuttelnd blockiert, um zu vermeiden, dass die Antikdrper unspezifisch an die noch
proteinfreien Stellen auf der Membran binden kdénnen. Nach 15 Min wurde die
Membran in den ersten Antikérper Uberfuhrt. Die erste Antikdrperlésung wurde je nach
Herstellerangaben in Blockpuffer verdiinnt. Schittelnd wurde die Membran eine
Stunde bei Raumtemperatur im ersten Antikérper inkubiert. Alternative konnte die
Membran auch tber Nacht bei 4 °C inkubiert werden. Nach der Inkubation wurde die
Antikérper-Lésung entfernt und fir einen wiederholten Gebrauch auf -20 °C
eingefroren. Die Membran wurde dreimal fir 15 Min mit TBST gewaschen und
anschlieBend die ganze Prozedur mit dem zweiten Antikérper wiederholt, falls der
erste Antikérper nicht bereits mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) oder Alkaliner
Phosphatase (AP)-gekoppelt war.

Fir die HRP-Detektion wurde die Membran nach dem Waschen 3 Min in Pierce ECL
Plus Western Blotting Substrat-Lésung (Thermo Fisher Scientific, Deutschland) oder
in SuperSignal Femto Maximum Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, Deutschland)
inkubiert und mittels CCD Kamera-System (LAS 4000, Fujifilm, Deutschland)
entwickelt.

Fir die AP-Detektion wurde die Membran in AP-Puffer (100 mM Tris-HCI pH 9.5, 100
mM NacCl, 5 mM MgCI2) mit 400 uM NBT und 550 yM BCIP inkubiert, bis die Signale
zu sehen waren. Diese Reaktion wurde mit Wasser gestoppt und die Membran
getrocknet.
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4.2.6.4 PIP-Strip-Analyse

Die PIP Strips (Echelon Biosciences, USA) wurden tber Nacht bei 4 °C in Blockpuffer
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM MgClI2, 0.1% [v/v] Tween-20 und 3 %
[w/v] Fettsaure-freiem Rinder-Serum-Albumin [BSA]) blockiert. Der Blockpuffer wurde
fir alle weiteren Schritte dieser Prozedur als Grundpuffer verwendet. Nach dem
Blockieren der freien Bindestellen auf der Membran, wurden die PIP Strips mit 0,5
ug/ml des zu testenden rekombinaten Proteins fur eine Stunde bei RT inkubiert und
anschlieBend dreimal fir 10 Min mit 5 ml Blockpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde
die Membran flr eine Stunde bei RT in Bockpuffer mit erstem Antikérper (anti-GST
[GE Healthcare, Deutschland] inkubiert. Nach Entfernen der Antikérperlésung, wurde
wieder dreimal fur 10 Min mit Blockpuffer gewaschen, bevor der PIP-Strip fir eine
Stunde in der zweiten Antikdrperldsung (anti-Goat [Sigma-Aldrich]) inkubiert wurde.
Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden die HRP-Signale mittels Pierce
SuperSignal Femto Maximum Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, Deutschland) im
CCD Kamera-System (LAS 4000, Fuijifilm, Deutschland) detektiert.

4.2.6.5 Rekombinante Proteinaufreinigung aus E. coli Zellen

GST- oder MBP-fusionierte Proteine wurden rekombinant in E. coli Rosetta (DE3) -,
Rosetta-gami 2- oder Rosetta-gami B-Stammen (Merck-Millipore) produziert. Die E.
coli Zellen wurden mit den jeweiligen Konstrukten zur Expression von GST- oder MBP-
Fusionsproteinen transformiert und erst auf einer Platte Uber Nacht bei 37 °C
angezogen. Von dieser Platte wurde am Tag darauf eine Kolonie gepickt und tber
Nacht bei 37 °C eine 3 ml Vorkultur angezogen, mit der am Tag darauf eine 500 ml
Hauptkultur inokuliert wurde. Die Expression der Proteine wurde mit 0,2 bis 0,5 mM
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert und ja nach Ld&slichkeit des
Proteins wurde flr drei Stunden bei 30 °C oder fir 18 Stunden bei 18 °C exprimiert.
Die Zellen wurden. Nach Ernten der Zellen bei 4 000 g wurden diese einmal in PBS
gewaschen und nochmals pelleitert. Die gewonnenen Zell-Pellets wurden geteilt und
auf -80° C eingefroren, um einen besseren Zellaufschluss zu erreichen.

Der Zellaufschluss erfolgte entweder mechanisch durch zweimal 15 Min Ultraschall-
Impulse (5 Zyklen mit 23 % Leistung) in einem Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCL pH
7,5, 150 mM NaCl, 0,4 % (v/v) Tween, 1x complete EDTA-free protease inhibitor
cocktail [Roche Diagnostics]), oder chemischen, mittels B-PER™- Reagenz von
ThermoFisher Scientific. Das Homogenat wurde fir 15 Min bei 13 000 g und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand in ein sauberes 50-ml Reaktionsrohrchen Uberfiihrt
und mit jeweils 100-200 ul Pierce® Glutathione Magnetic Beads (Thermo Scientific)
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oder Protino®Glutathione Agarose 4B (Macherey-Nagel), zur Aufreinigung GST-
fusionierter Proteine versetzt, oder zur Aufreinigung MBP-fusionierter Proteine mit
Amylose Resin (New England Biolabs) versetzt. Der Extrakt wurde mit der Matrix ein
bis zwei Stunden bei 4 °C rotierend inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Matrix
gewaschen. Hierfir wurde die Agarose bei 400 g auf den Boden des
ReaktionsgeféaBes zentrifugiert oder die magnetischen Beads mittels Magnetstander
an der Wand des ReaktionsgefaBes festgehalten und viermal mit Puffer (50 mM Tris-
HCL pH 7,5, 150 mM NaCl) gewaschen. Eluiert wurden die GST- und MBP-
fusionierten Proteine jeweils mit 50 mM Gilutathion (Sigma Aldrich) und 10 mM Maltose
(Sigma Aldrich). Fur den in vitro Affinitatstest wurden die GST fusionierten Proteine in
einigen Fallen nicht eluiert, sondern nach dem Waschen die proteinbeladene Matrix
direkt verwendet oder auch mit der PreScission Protease (Sigma Aldrich) vom GST-
Tag abgeschnitten und im Waschpuffer eluiert.

4.2.6.6 In vitro Affinitatstest

Fiar den in vitro Affinitatstest wurde 25, 50 oder 65 pmol GST-fusioniertes Protein,
gebunden an Pierce® Glutathione Magnetic Beads, mit der equimolaren Menge eines
anderen Proteins oder mit Tetra-Ubiquitin-Ketten (Enzo Life Science), in 400 ul Puffer
(50 mM Tris-HCI at pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MgClz, 0.05% Tween-20) rotierend
bei 4 °C inkubiert. Nach 4 Stunden wurde die Matrix vier Mal mit kaltem Puffer (50 mM
Tris-HCI at pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MgClz) gewaschen und anschlieBend die
Proteine mit 40 mM Gilutathion eluiert und das eluierte Material mittels Westernblot
analysiert.

4.2.6.7 Proteinextraktion aus Pflanzen

Proteinrohextrakt wurde aus sieben Tage alten Arabidopsis Keimlingen gewonnen,
indem ungefahr 50-100 pg Ausgangsmaterial in einem 2-ml Reaktionsgefal3 in
flissigem Stickstoff eingefroren und im TissueLyser-Il (Qiagen) mittels Glasperlen
aufgeschlossen und homogenisiert wurde. Das pulverisierte Pflanzenmaterial wurde
anschlieBend in Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 %
Glycerol, 0.4 % Triton X-100 and 1x complete EDTA-free protease inhibitor cocktail
[Roche Diagnostics]) geldst und sofort im Verhaltnis 1:5 mit 5x Laemmli-Puffer versetzt
und bei 95 °C aufgekocht. Die Proben wurde bei -20 °C fir Westernblotanalysen
aufbewabhrt.
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4.2.6.8 Immunprazipitation

1 g sieben Tage alte Keimlinge, SH3P2:SH3P2-GFP oder 35S:VPS23-HA
exprimierend, wurden in flissigem Stickstoff gemdrsert und anschlieBend in 2 ml
Extraktionspuffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NacCl, 10 % Glycerol, 0.2 % Nonidet
P-40 and 1x complete EDTA-free protease inhibitor cocktail [Roche Diagnostics])
homogenisiert. Das Homogenat wurde fir 15 Min bei 13 000 g und 4 °C zentrifugiert
und der Uberstand in ein sauberes 50-ml Reaktionsréhrchen tberfiihrt. Der Uberstand
wurde mit Puffer (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NacCl, 10 % Glycerol, 1x complete
EDTA-free protease inhibitor cocktail) 10x verdiinnt, um die Nonidet-Konzentration zu
verringern. Dem verdinnten Zelllysat wurden nun 80 ul GFP-TRAP Magnetic Agarose
Beads (ChromoTek) zugegeben und fir 1,5 Stunden rotierend bei 4 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde die magnetische Matrix viermal mit kaltem Puffer A gewaschen
(50 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 % Glycerol) und die Elution erfolgte in 30
!l 1x Laemmli Puffer (Laemmli, 1970) und durch zehn minttiges erhitzen auf 70 °C.
Die Proben wurden anschlieBend mittels Westernblot analysiert.

4.2.6.9 Hefe-Zwei-Hybrid (Y2H)-Analyse

Hefen wurden auf -80 °C gelagert und tUber Nacht auf YPD-Medium (10 g/L Glucose,
10 g/L Trypton, 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Agar) bei 30 °C aufgeweckt und am nachsten
Tag nochmal bei 30 °C fir 3-4 Stunden schittelnd in flissigem YPD inkubiert. GAL4-
Activation Domain (GAD)- und GAL4-Binding Domain (GBD)-Fusionskonstrukte
entweder in den Hefestamm Y8800 oder in den Stamm Y190 kotransformiert. Die
transformierten Hefen wurden fir drei Tage auf Minus-Leucin-Tryptophan (-LW)
Selektionsmedium angezogen (Synthetic Complete: 6,7 g/L Hefe-Stickstoff-
Basismedium 20 g/L Glucose, 1,4 g/L Drop Out Medium [Sigma-Aldrich] ohne Leucin
und Tryptophan) bei 30 °C angezogen. Fir die Y2H-Analyse wurde das auxotrophe
Wachstum auf Minus-Leucin-Tryptophan-Histidin (-LWH) Selektionsmedium getestet.
Als Histidinantagonist wurde 0 mM, 1 mM, 3mM und 5mM 3-Amino-1,2,4-triazol (3AT)
zugeben. Die Hefe wurde 3 Tage bei 30 °C inkubiert und danach analysiert. Um die
Expression der Konstrukte zu Uberprifen, wurden die Proteine wie folgt extrahiert.
Eine 3 ml OD 1,5 Flussigkultur wurde bei 3 000 g 3 Min lang zentrifugiert und das
Zellpellet einmal mit reinem Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das Pellet in 0,1
M NaOH Lésung resuspendiert und fir 10 Min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Zellen wurden anschlieBend nochmals pelletiert und das Pellet einmal mit Wasser
gewaschen. Der Aufschluss erfolgt nun in 100 yl 1x Laemmli-Puffer, bei 98 °C. Die
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Proben wurden mittels Westernblot analysiert. Bevor die Proben auf ein SDS-Gel
geladen wurden, wurden sie 10 Min zentrifugiert und nur der Uberstand verwendet.

4.2.6.10 Deubiquitinylierungsanalyse

Fur die Deubiquitinylierungsanalyse wurde kommerziell erhéltliches K63-Di-Ubiquitin,
das mit einem TAMRA-Fluorophor an Position drei gekoppelt war (R&D Systems,
USA), verwendet. 0,4 uM TAMRA-K63-Di-Ubiquitin wurde zusammen mit 50 yM
rekombinant aufgereinigtem AMSH3 in 100 yl TAMRA-DUB-Puffer (50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 100 mM NaCl, 0,1 % Pluronic F-127, 1 mM Tris (2-Carboxyethyl) Phosphin)
inkubiert. Um den Effekt von SH3P2 auf die Enzymaktivitdt von AMSH3 zu testen,
wurde AMSHS3, vor der Zugabe von TAMRA-K63-Di-Ubiquitin, fir 30 Min mit
rekombinantem GST-SH3P2 vor inkubiert. Als negative Kontrolle diente GST. Die
Fluoreszenz wurde in einem Synergy 2 Multimode Microplate Reader (BioTek) mit dem
Anregungsfilter bei 530 nm und Emissionsfilter bei 590 nm gemessen. Die Messung
lief Gber 60 Min und jede Minute fand eine Messung statt.

4.2.7 Zellbiologische Methoden
4.2.7.1 Mikroskopie

Die Bilder der Fluoreszenz-markierten Fusionsproteine in den Lokalisationstudien
wurden unter dem konfokalem Laserscan-Mikroskop FV-1000/1X81, ausgestatten mit
GaAsP Detektoren (Olympus Europa), mit den Objektiven UPlanSApo (Olympus
Europa) fur 10fache und 60fache Vergr6Berung aufgenommen. Die
Fluoreszenzsignale von GFP wurden mit dem Laserstrahl bei 488 nm und die Signale
von RFP, mCherry und mKO sowie des roten Farbstoffes FM4-64 mit dem Laserstrahl
bei 559 nm bei Laserintensitaten zwischen 0,5 % und 3 % visualisiert. Die
Bildbearbeitungen und -analysen wurden mit FluoView (Olympus Europa), Fiji
(Schindelin et al., 2012) und Photoshop CS6 (Adobe) durchgefihrt.

4.2.7.2 Brefeldin A- und Wortmannin-Behandlungen

Fur die Wortmannin (WM)-Behandlung der Protoplasten wurden diese fir 120 Min mit
33 uM WM (Applichem) inkubiert. Als negative Kontrolle diente eine Mock-Kontrolle,
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die mit der gleichen Menge purem DMSO behandelt wurde. Die Protoplasten wurden
unter dem Konfokalmikroskop analysiert.

Die Farbung der Keimlinge mit FM4-64 fur die Studie zur Endozytoserate in amish3p2
wurden Sieben-Tage-alte Keimlinge fur 5 Min in flissigem GM, mit 2 yM des Membran-
Farbstoffs FM4-64 inkubiert, zweimal mit purem GM gewaschen und anschlieBend
unter dem Konfokalmikroskop analysiert. Die FM4-64 Signale wurden Uber einen
Zeitraum von 15 Min jede Minute unter gleichbleibenden Bedingungen fotografiert. Die
Signalstéarke von FM4-64 an der Membran wurde mit der FluoView Software
(Olympus) analysiert. Die Signalstarke bei 0 Min wurde auf 100 % gesetzt.

4.2.7.3 Isolierung von Clathrin-umhiillten Vesikeln (CCVs)

Die Isolierung der CCVs erfolgte weitestgehend nach dem Protokoll aus dem
Methodenbuch ,Plant Endosomes; Methods and Protcols® Kapitel 13 (Reynolds et al.,
2014) mit nachfolgend beschriebenen Abweichungen: Anstatt Pflanzenmaterial aus
einer Zellkultur wurden 10-20 g sieben-Tage-alter Arabidopsis Keimlinge flur die
Prozedur verwendet. Die Keimlinge wurden nach und nach bei 4 °C im Kihlraum in
ca. 70 ml eisgekuhltem Clathrin-Isolations-Puffer (CIB) (100 mM MES, 0,5 mM MgClz,
3 mM EDTA, 1 mM Ethylenglykol Tetraessigsdure [EGTA], pH 6,4 mit KOH mit
Protease-Inhibitor-Cocktail) gemorsert. Die Zellsuspension wurde auf zwei 50-ml-
Reaktionsréhrchen aufgeteilt und gleich fir 10 Min bei 1 000 g (Avanti™ J-25, Rotor
Type JA-14, Festwinkelrotor, Beckman-Coulter) zentrifugiert, der 100 g-
Zentrifugationsschritt wurde weggelassen. Die hieraus entstandenen Pellets wurde
nochmals gemérsert und bei 1 000 g zentrifugiert. Die Uberstéande wurde in zwei neue
50-ml-Reaktionsréhrchen tberfuhrt und hiervon 500 pl Probe abgenommen und mit
5x Lammli-Puffer versetzt. Die Uberstande wurden, wie im Protokoll beschrieben, 25
Min bei 30 000 g (Avanti™ J-25, Rotor Type JA-14, Festwinkelrotor, Beckman-Coulter)
zentrifugiert. Danach wurden die Ubersténde in zwei Ultrazentrifugations-Réhrchen
(Bottle with Cap, Polycarbonat, 26,3 ml, 25 x 89 mm, 1 x 3-1/2 in qty. 6, Beckman-
Coulter) Uberfihrt und fur 1 Stunde bei 120 000 g in der Ultrazentrifuge (Optima LE-
88K, Rotor Type 70.1 Ti, Festwinkelrotor, Titanium, Beckman-Coulter) zentrifugiert.
Alle angebenden Waschschritte wurden eingehalten, mit der Abweichung, dass das
Pellet nochmals im vorhandenen Uberstand resuspendiert wurde, um einen
Verdunnungseffekt zu vermeiden. Die Ultrazentrifugationspellets P120 wurden mit
einer Spritze und einer dinnen Kandile in insgesamt 5 ml CIB-Puffer resuspendiert.
Von dieser Resuspension wurden 200 pl Probe mit 5x LAmmle-Puffer versetzt und als
SGL Bezeichnet. Wahrend des ersten Ultrazentrifugationsschrittes wurden nach
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Protokoll die zwei Saccharose-Gradienten in den Ultrazentrifugations-Réhrchen
(Tube, Dinnwand, Ultra-Clear™, 14 ml, 14 x 95 mm in qty. 50, Beckman-Coulter)
vorbereitet, auf die jeweils 2,5 ml des Homogenats aus P120 aufgetragen wurden. Der
Saccharose-Gradient wurde 50 Min lang bei 116 000 g in der Ultrazentrifuge (Optima
LE-88K, Rotor SW 40 Ti, Swing-out-Rotor, Titanium, Beckman-Coulter) zentrifugiert
und anschlieBend die Schicht mit 10 % sowie die Trennschicht zwischen 10 % und
35% Saccharose abgenommen. Die Saccharose wurde so lange mit Puffer verdinnt,
bis im Refraktometer ein Index < 5 % Saccharose erreicht war. Diese Verdinnung
wurde in ein Ultrazentrifugations-Réhrchen (Bottle with Cap, Polycarbonat, 26,3 ml, 25
x 89 mm, 1 x 3-1/2 in qty. 6, Beckman-Coulter) tberfihrt und 50 Min bei 200 000 g in
der Ultrazentrifuge (Optima LE-88K, Rotor Type 70.1 Ti, Festwinkelrotor, Titanium,
Beckman-Coulter) zentrifugiert. P200 wurde insgesamt mit einer Spritze und einer
dinnen Kantile in 2 ml CIB-Puffer gelést, 200 yl wurden mit 5x Laemmli-Puffer versetzt
und als DFGL bezeichnet. Zu Beginn des Prozedere wurden zwei D:20O/Ficoll-
Gadienten per Hand in den Ultrazentrifugations-Réhrchen (Tube, Dinnwand, Ultra-
Clear™, 14 ml, 14 x 95 mm in qty. 50, Beckman-Coulter) hergestellt und horizontal fir
6-8 Stunden bei 4 °C gelagert. Auf die D20O/Ficoll-Gadienten wurden jeweils 1 ml des
Homogenats aus P200 geschichtet und diese 12-14 Stunden bei 80 000 g in der
Ultrazentrifuge (Optima LE-88K, Rotor SW 40 Ti, Swing-out-Rotor, Titanium,
Beckman-Coulter) zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Gradienten in 750 ul
Fraktionen aufgeteilt, dabei wurde vorsichtig an der Oberflache abpipettiert. Es wurden
die Fraktionen gesammelt, die im Refraktometer (Muller-Optronic, Deutschland) einen
aquivalenten Saccharose-Index von 12 %-18 % zeigten. Die Fraktionen wurden nun
wieder mit CIB-Puffer verdiinnt, bis ein aquivalenter Saccharose-Index < 5% erreicht
war. Um am Ende eine CCV-Fraktion zu erhalten, wurde die verdiinnten Fraktionen
aus dem D20/Ficoll-Gradienten in einem Ultrazentrifugations-Réhrchen (Bottle with
Cap, Polycarbonat, 26,3 ml, 25 x 89 mm, 1 x 3-1/2 in qty. 6, Beckman-Coulter) fiir 50
Min bei 174 000 g in der Ultrazentrifuge (Optima LE-88K, Rotor Type 70.1 Ti,
Festwinkelrotor, Titanium, Beckman-Coulter) zentrifugiert. Die CCV-Fraktion wurde in
200 ul CIB-Puffer resuspendiert und mit 5x Laemmli-Puffer versetzt, um die Proben
mittels Westernblot zu analysieren.

Fur die Westernblotanalyse wurden jeweils 10 pl der wahrend der Isolierung
gesammelten Proben auf das SDS-Gel geladen.
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Appendix

Appendix Tabelle 1: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Oligos:

Appendix

Oligo-Name Sequenz 5'-3' Tm (°C) Zusatz
AAGGtctagaATGCCTCCTCAGAAGAT Klassische

MN1 At3g01340 fw Xbal TG 60 Klonierung
AAGGggatccTGGCTCAACAACAGTCA Klassische

MN2 At3g01340 rv BamHI C 59 Klonierung
AAGGtctagaATGTCGGGTAAAGGAGA Klassische

MN3 At5g02500 fw Xbal AG 59 Klonierung
AAGGggatccGTCGACCTCCTCGATCT Klassische

MN4 At5g02500 rv BamHI TA 60 Klonierung
AAGGtctagaATGGATGCAATTAGAAA Klassische

MN5 At4g34660 fw Xbal ACA 58 Klonierung
AAGGggatccGAAAACTTCGGACACTT Klassische

MN6 At4g34660 rv BamHI TG 58 Klonierung
AAGGtctagaATGCCAGGTCAGAAGAT Klassische

MN7 At2g30050 fw Xbal T 58 Klonierung
AAGGggatccAGGCTCAACAGCAGTA Klassische

MN8 At2g30050 rw BamHI ACTT 59 Klonierung
MN9 At178900 fw Xbal  AAGGtctagaATGCCGGCGTTTTAC 59 Klassische
Klonierung

MN10 At1g78900 rv AAGGggatccCCGAGTTTCATCTTCCA 59 Klassische
BamHI A Klonierung
AAGGtctagaATGTCAGAGATGGCGAG Klassische

MN11 At1g05520 fw Xbal TAT 59 Klonierung
AAGGctcgagAGATTGAACAGCCAATT Klassische

MN12 At1g05520 rv Xhol TCT 58 Klonierung
AAGGtctagaATGGCTGGTAAAGGAGA Klassische

MN13 At5g02490 fw Xbal AG 59 Klonierung
MN14 At5g02490 rv Xhol AAGGctcgagGTCGACTTCCTCGATCT 57 Klas_S|sche
T Klonierung

Klassische

MN15 eGFP fw Xhol AAGGctcgagATGGTGAGCAAGGGC 59 Klonierung
AAGGgcggecgc TTACTTGTACAGCTC Klassische

MN16 eGFP rv Notl GTCCA 59 Klonierung
AAGGgaattcATGTCGTGTTTAGCCCT Klassische

MN17 At5g57460 fw EcoRlI AG 57 Klonierung
AAGGgcggeccgcTCAATTGCACATATA Klassische

MN18 At5g57460 rv Notl GACTCC 57 Klonierung
MN19 Atdg12770 fw EcoRl AAGGgaattcATGGATGATTTCACAGG 59 Klas_S|sche
ATT Klonierung
AAGGgcggeccgcTCAAAAGAGTTCCTC Klassische

MN20 At4g12770 rv Not1 TGAGTT 58 Klonierung
MN21a eGFP fw Xbal AAGGictagaATGGTGAGCAAGGGC 59 Klassische
Klonierung
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MN21b eGFP rv EcoRl AAGGgaattcCTTGTACAGCTCGTCCA 57 Klas_S|sche
T Klonierung
AAGGactagtATGAAGAAAGTCTTCGG Klassische

MN22 At2g43160 fw Spel ACA 59 Klonierung

MN23 At2g43160 rv AAGGggatccCCGGTATCCACCACC 59 Klassische

BamHI Klonierung

MN24 At3g44340 fw Spel  AAGGactagtATGGCTGCTCCAGTG 57 Klassische

Klonierung

MN25 At3g44340 rv AAGGggatccGTTCAGTTTGTGTTGGA Klassische

57 )
BamHI TTT Klonierung
Klassische

MN26 At4g32285 fw Spel AAGGactagtATGGCGCTAAGCATG 57 Klonierung

MN27 At4g32285 rv AAGGggatccGTAAGGGTTGTTGTAGT 57 Klassische

BamHI AATAACC Klonierung
AAGGtctagaATGACTATGATGACTCC Klassische

MN28 At3g11910 fw Xbal GC 58 Klonierung
AAGGctcgagATTGTATATTTTCACCG Klassische

MN29 At3g11910 rv Xhol GCT 58 Klonierung
AAGGtctagaATGACTATGATGACTCC Klassische

MN30 At5g06600 fw Xbal GC 58 Klonierung
AAGGctcgagATTGTATATTTTTACCG Klassische

MN31 At5g06600 rv Xhol GCTTC 58 Klonierung
AAGGQgaattcATGAATACTTGTCAGTTT Klassische

MN32 At3g01560 fw EcoRlI ATGGATA 58 Klonierung
AAGGgcggecgcCTACCGACCACCAAA Klassische

MN33 At3g01560 rv Notl AA 57 Klonierung

MVNM At4g12770 po700 GTAGTCTTGGAGGAGTCTAC 52 Sequenzierung

MINS5 At4gT2770 poT300 - AATGGATATCCTGATCCTTC 57 Sequenzierung

MN3G Atg05520po700  AGGGATAATTCTGCCAAT 56  Sequenzierung

MINS7 Atg05520poT400 - ATGTGTGGCCTCGATAAA 59  Sequenzierung

MIN38 A12g43160po700  AGCAGAAGTGTTGATAACTA 52 Sequenzierung

MIN39 At2g43160po1S00  groaTaaCTTTGGCTTTGG 57 Sequenzierung

mNLlO At3g44340 po700 CATTTCCCAGAGGATCAC 58 Sequenzierung

MIN4T Al3g44340 poT450  AGGCCTGAGCTGTGTAG 57  Sequenzierung

MVNQ At3g44340 po2200 CCCCCAAAGTTATACAACG 60 Sequenzierung

mms At3g11910 po700 A A AATGATGCACCTACCG 50  Sequenzierung

MN44 At3g11910 po1500 111 AATAATCCACCTTTCA 58  Sequenzierung

fw

101



MN45 At3g11910 po2200

Appendix

fw CCTGATGAGGAAATAGAACT 55 Sequenzierung

1"\\va46 At5g06600 po700 ACTGAGAATGATGCACCC 59 Sequenzierung

mNM At5g06600 po1500 156 TTTCAATAATAACCCTC 56  Sequenzierung

MIN48 AI5g00000 po2200  GCTCCTGATGAAGAAATAGA 57 Sequenzierung
aaaaagcaggctATGCCTCCTCAGAAGA GwW, C-

MN49 At3g01340 fw GW TTG 60 terminale Fusion
agaaagctgggttTGGCTCAACAACAGTC GwW, C-

MNS0 At3g01340 rv GW AC 59 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGTCGGGTAAAGGAG GwW, C-

MN51 At5g02500 fw GW AAG 59 terminale Fusion
agaaagctgggttGTCGACCTCCTCGATC GwW, C-

MN52 At5g02500 rv GW TTA 60 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGGATGCAATTAGAA GwW, C-

MN53 At4g34660 fw GW AACA 58 terminale Fusion
agaaagctgggttGAAAACTTCGGACACT GwW, C-

MN54 Atdg34660 rv GW TTG 58 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGCCAGGTCAGAAGA GwW, C-

MN55 At2g30050 fw GW TT 58 terminale Fusion
agaaagctgggttAGGCTCAACAGCAGTA GwW, C-

MN56 At2g30050 rw GW ACTT 59 terminale Fusion
MN57 At1g78900 fw GW  aaaaagcaggctATGCCGGCGTTTTAC 59 GW, C-

terminale Fusion
agaaagctgggttCCGAGTTTCATCTTCC GwW, C-

MN58 At1g78900 rv GW AA 59 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGTCAGAGATGGCGA GwW, C-

MN59 At1g05520 fw GW GTAT 59 terminale Fusion
agaaagctgggttAGATTGAACAGCCAAT GwW, C-

MNEO At1g05520 rv GW TTCT 58 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGGCTGGTAAAGGAG GwW, C-

MN61 At5g02490 fw GW AAG 59 terminale Fusion
agaaagctgggttGTCGACTTCCTCGATC GwW, C-

MN62 At5g02490 rv GW TT 57 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGAAGAAAGTCTTCG GwW, C-

MN63 At2g43160 fw GW GACA 59 terminale Fusion
MNGB4 At2g43160 v GW  agaaagetgggttCCGGTATCCACCACC 59 GW, C-

terminale Fusion
MNB5 At4g32640 fw GW  aaaaagcaggctATGGTTGCTCCTGTGC 59 GW, C-

terminale Fusion
agaaagctgggttGTTCATTTTTAGCTGG GwW, C-

MNEE Atdg32640 rv GW ATTTG 58 terminale Fusion
MN67 At4g32285 fw GW  aaaaagcaggctATGGCGCTAAGCAT 57 GW, C-

terminale Fusion
MNB8 At4g32285 rv GW agaaagctgggtGTAAGGGTTGTTGTAG 57 GwW, C-

TAATAAC

terminale Fusion
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aaaaagcaggctATGACTATGATGACTC GwW, C-
MNGB9 At3g11910 fw GW CGC 58 terminale Fusion
agaaagctgggttATTGTATATTTTCACCG GwW, C-
MN70 At3g11910 rv GW GCT 58 terminale Fusion
aaaaagcaggctATGACTATGATGACTC GwW, C-
MN71 At5g06600 fw GW CGCC 58 terminale Fusion
agaaagctgggttATTGTATATTTTCACCG GwW, C-
MN72 At5g06600 rv GW GCT 58 terminale Fusion
aaaaagcaggcttgAATACTTGTCAGTTT GW, N-
MN73 At3g01560 fw GW ATGG 55 terminale Fusion
MN74 At3g01560 rv GW CtgggtCTACCGACCACCAAA 54 GW, N-
9 agaaagelogg terminale Fusion
MN75 At5g57460 fw GW aaaaagcaggcttgTCGTGTTTAGCCCTA 58 _GW, N- _
G terminale Fusion
agaaagctgggtTCAATTGCACATATAGA GW, N-
MN76 At5g57460 rv GW CTCC 57 terminale Fusion
MN77 Atdg12770 fw GW aaaaagcaggcttgGATGATTTCACAGGA 57 _GW, N- _
T terminale Fusion
agaaagctgggtTCAAAAGAGTTCCTCTG GW, N-
MN78 Atag12770 rv GW AGT 56 terminale Fusion
MN79 SALK100163 fw ~ AAGTCGGAAAACGAAGAAA 59 ~ Genotypisierung
Auxilin-like
MN8O SALK100163 v AAATGGAACTACCCTTCTCC 59 ~ Genotypisierung
Auxilin-like
MN81 SALK097027 fw ~ CTAGTGGGCAAAATCTAAAG 56 Gef\ﬁgfl’f:ﬁg g
MN82 SALK097027 v AAATGAAATTTTGCATATGAA 58 Gezﬁgﬁrﬂﬁg nd
MNB83 SALK066126 fw ~ GATCTTCTGGTGATTCTCGT 59 ~ Genotypisierung
Auxilin-like
MN84 SALK066126 v GAGAAACAATTTTGAAGAGCA 59 Gezz’;’;ﬁr:?:ﬁ(gng
MN85 SALK017855 fw  TATAAGACTTGGGGGACC 57 ~ Genotypisierung
Auxilin-like
MNB86 SALK017855 rv GAAGTGGAAGGGATTTTG 57 ~ CGenotypisierung
Auxilin-like
MN87 Atdg12780 spez fw  CAAGAGATAAGGCGGC 57 ~ Genotypisierung
Auxilin-like
MN88 At4g12780 spezrv  CTAGCTTCTGCCGCAG 5o  Genotypisierung
Auxilin-like
MN89 Atdg12780 rv TCAGAAGAGTTCTTCTGAGTTAAA 58 Ge;ﬁzfi’f_:ﬁgng
MNQO At4g12770 spez v ATCAGTGAACCCTCCTGT 57  Genotypisierung
Auxilin-like
MN91 SALK127258 fw ~ ACACAACCGTTGTTGGTAT 58 Genostmg'fmng
MN92 SALK127258 rv ATCAACAACAACAGCATCA 58 Ge”gﬁ;ﬁfmng
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MN92b SALK127258 rv

CCTCAACAATCCTATCTACCC

59

Appendix

Genotypisierung

SH3P1

MN93 SALK065790 fw ~ TGTCACTTTCAGGAGTTCC s Cenoypiierung
MN94 SALK065790 rv AGCTCCTGTAATGCCTCT 57 Ge”gﬁ;ﬁgmng
MN94b SALK065790 v CTTGATGAATGAATGTCTCTC 56 Ge”gﬁ;ﬁgmng
MN95 SAIL_283_G08 fw  GCTTTTTTTTAACTGTAAAATCAC 57 ~ Genotypisierung

At2919680
Genotypisierung

MN96 SAIL_283_GO08 rv GTCTTCTAAACGCATCCAT 57 At2g19680
MN97 SALK_095824 fw  CTTCCGTTGAAGATCAACA 59 Ge”gﬁ;ﬁgmng
MN98 SALK_095824 v GTGGCGTTTACATCAAATG 60 Ge”gﬁ;ﬁgmng
MN 99 At1g31440 fw GGACCTCTTACAAGTCGG 58 RTPCR SH3P1
MN100 At1g31440 rv GAATCATTCTGGCTGAGAA 58 RTPCR SH3P1
MN101 At4g34660 fw TGGAGGAGGGGGATAT 58 RTPCR SH3P2
MN102 At4g34660 rv CATACTGTCTGCGCTTGA 59 RTPCR SH3P2
MN103 At4g18060 fw AGTCAGAACATTGATGAGAATA 56 RTPCR SH3P3
MN104 At4g18060 rv GGATGGCTGCTATTCTTAAG 58 RTPCR SH3P3

MN105 At1g31440 fw AAGGatcgalTGGAAGCTATAAGAAAG 65 Klassische

Bsu15l Klonierung

MN106 At4g12770 fw AAGGQgaattcGATGATTTCACAGGATT 57 Klassische

EcoRl GTTA Klonierung

MN107 Atdg12770 rv Sall AAGGgtcgacTCAAAAGAGTTCCTCTG 55 Klas_S|sche

AG Klonierung

MN108 Atdg12780 rv Sall AAGGgtcgacTCAGAAGAGTTCTTCTG 57 Klas_S|sche

AGT Klonierung

MN109 At4g34660 rv Notl AAGGgcggccgcAGAAAACTTCGGACA 57 Klas_S|sche

C Klonierung

MN110 At19g26630 fw AAGGgaattcTCTGACGACGAGCACCA Klassische

58 .

EcoRl CTT Klonierung

AAGGgtcgacTTACTTGCCACCACCAA Klassische

MN111 At1g26630 rv Sall CTTCC 57 Klonierung

AAGGcatatgGCGAATAGAATAGATCA Klassische

MN112 At1g07410 fw Ndel TGAGTACG 54 Klonierung

AAGGgtcgacTTAGGTAGAACAGCATC Klassische

MN113 At1g07410 rv Sall CTTTTC 53 Klonierung

MN114 At3g46060 fw AAGGgaattcGCTGCTCCACCTGCTAG 57 Klassische

EcoRl AG Klonierung

AAGGgtcgacTTAAGTTCCACAGCATG Klassische

MN115 At3g46060 rv Sall CAGATTTC 56 Klonierung

MN116 Atdg16520 fw Ndel AAGGcatatgGCAAAAAGCTCGTTCAA 55 Klas_S|sche

GCA Klonierung

MN117 At4g16520 rv AAGGQgaattcTTATGGAGATCCAAATC 56 Klassische

EcoRl CAAATGTG Klonierung
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MN118 GABI_903G11 fw  ATATATGTCTAGGGTTTTGC 54 Genotypisierung
MN119 GABI_903G11rv  GGATTGACATATGATTGTAGT 54 Genotypisierung
ATGAAGCAACCTTCCGTGCTTGCTC Klassische
MN120 A3APPP fw AAGTG 78 Klonierung
CACTTGAGCAAGCACGGAAGGTTGC Klassische
MN121 ASAPPP rv TTCAT ’8 Klonierung
GCTGCAGATGAATCGATGCCTTCCC Klassische
MN122 mini ASPPP fw CTCCTCCCGTGTAGATACTGAAAAA 87 )
c Klonierung
GTTTTTCAGTATCTACACGGGAGGA Klassische
MN123 mini ASPPP rv GGGGAAGGCATCGATTCATCTGCAG 87 )
c Klonierung
MN124 A3/255-325 fw AAGGcatatgATGTTAGATGATGGTCG 57 Klassische
Ndel ATG Klonierung
MN125 A3/255-325 rv AAGGgaattcCTACTCTTTTCCTTCTAG 56 Klassische
EcoRl GGA Klonierung
MN126 P2 | miR-s gt"’t‘t‘t\gAtgf;’QAAGTGTCCGAAGTTTAtCtCt 63  miRNA SH3P2
MN127 P2 Il miR-a gaTAAACTTCGGACACTTTGCTTtcaa 63 MIRNA SH3P2
agagaatcaatga
MN128 P2 Il miR*s gaTACACTTCGGACAGTTTGCTTtcac 64 MIRNA SH3P2
aggtcgtgatatg
MN129 P2 IV miR*a gaAAGCAAACTGTCCGAAGTGTAtcta 64 MIRNA SH3P2
catatatattcct
MN130 Auxl | miB-s gaCAGCAAGTGGGCATTCTTTTAtctct 67 MIRNA Aux-l
cttttgtattcc
MN131 Auxl Il miR-a gaTAAAAGAATGCCCACTTGCTGtcaa 67 MIRNA Aux-|
agagaatcaatga
MN132 Auxl Il miR*s 9aTACAAGAATGCCCTCTTGCTGtcac miRNA Aux-|
aggtcgtgatatg
MN133 Auxl IV miR*a gaCAGCAAGAGGGCATTCTTGTAtcta 67 MIRNA Aux-l
catatatattcct
MN134 Auxli | miR-s ?tggt;ﬁ;ﬁmeACATTACAATAAtCtCtG 60 miRNA Aux-|
MN135 Auxli Il miR-a gaT TATTGTAATGTCGAAAGCAGtcaa 60 miRNA Aux-I
agagaatcaatga
MN136 Auxli lll miR*s 9aT TCTTGTAATGTCCAAAGCAGcac 62 miRNA Aux-|
aggtcgtgatatg
MN137 Auxii IV miR*a gaCTGCTTTGGACATTACAAGAAtctac 62 MIRNA Aux-l
atatatattcct
Klassische
MN138 ASAPPP ﬁ;g?gGCAACCTTCCGTGCTTGCTC 51 Klonierung
Overlap
Klassische
MN139 ASAPPP 'CI';'IACCD;Z:II: GAGCAAGCACGGAAGGTTGC 51 Klonierung
Overlap
Klassische
. CATGGAGGCCAGTCCTTCCCCTCCT ;
MN140 mini PPP fw CCCGTGTAGGAATTCCACCCGG 53 Kgc('f”rzgg
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VN4 miri PPP CCGGGTGGAATTCCTACACGGGAG E:ﬁiféfﬁ:e
GAGGGGAAGGACTGGCCTCCATG 5 9
verlap
Klonierung
MN142 MCS fw TAATTCCCGAGCCTCC 58  Multiple Cloning
Site
Klonierung
MN143 MCS rv TGCACAGTTGAAGTGAAC 58  Multiple Cloning
Site
aaaaagcaggcttgTGGTTTGGTAGCCTA GW-Klonierung
MN144 PrA3 fw GW gy 59 AMSHS
GW-Klonierung
MN145 A3gen rv GW _T_gaaagctgggttGCGGAGATCGAGGAC 59 AMSH3 C-
terminale Fusion
MN146 At2g36680 fw AAGGgaattcATGTTCAATTTCTGGGG Klassische
EcoRl AT 58 Klonierung
VPS36
Klassische
MN147 At2g36680 rv Sall  ~AGGQICQaCTCAGCCAATAGATGAAG 54 Klonierung
TTTT
VPS36
MN148 At4g05000 fw AAGGgaattcATGATGGAGGTCAAATT Klassische
EcoRl ATG 56 Klonierung
co VPS28
Klassische
MN149 At4g05000 rv Sall g@?\egtcga"TTAATTACCAGCTTTAG 57 Klonierung
VPS28
Klassische
MN150 At3g12400 fw AAGGgaattcATGGTTCCCCCGCCG 68 Klonierung
EcoRlI
VPS23
Klassische
MN151 At3g12400 rv Sall  ~ACGGYICgacTCATGAATGTAACCTAC 68 Klonierung
CTGCGATG
VPS23
MN152 AT1G06210 fw  AAGGcatatgATGGACAAATTGAAGAT Klassische
Ndel AGCA 59 Klonierung
© TOL2
Klassische
MN153 AT1G06210 rv Sall ~AGGIICGacTTATTTTTCATCTTCATC 4, Klonierung
ACTCG
TOL2
MN154 AT2G38410 fw Klassische
AAGGgtcatgATGGCGTCGTCTTCAG 58 Klonierung
Ndel
TOL6
Klassische
MN155 AT2G38410 rv Sall ~AAGCGOCgacTTAAATCATTTTCCTTCC 4 Klonierung
TCC
TOL6
MN156-2 At4g34660 v AAGGgcggccgcTCAGAAAACTTCGGA Klassische
Notl CAC 57 Klonierung
° SH3P2
MN157 SH3P2(c250) fw  AAGGgaattoCAGCTCGAAGGAGAGAT . Klassische
EcoRl G Klonierung
MN158 SH3P2(c179) fw  AAGGgaaltcGAGTCTCAAGGTAATCC Klassische
EcoRl TGAC Klonierung
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aaaaagcaggctATGAAGATTGATCTGA AMSHS3
MN159 A3 fw ACAAG 59 Gateway
AMSH3
MM160 A3 rv agaaagctgggttGCGGAGATCGAGGAC 58 Gateway
ggggacaacctttgtataataaagtigtaATGAAG GW fur BiFC
MN161 A3(attB3) fw ATTGATCTGAACAAG 59 2in
ggggaccactttgtacaagaaagcetgggTTGCG GW fur BiFC
MN162 A3(attB2) rv GAGATCGAGGAC 63 2in1
ggggacaagtttgtacaaaaagcaggcttaATGG GW fur BiFC
MN163 SHIP2(attB1) W ATGCAATTAGAAAACA 57 2in
MN164 SH3P2(attB4) rv ggggacaactttgtatagaaaagttgggtgTCAG 57 GW fur BiFC
stop AAAACTTCGGACACT 2in1
ggggacaactttgtatagaaaagttgggtgGAAA GW fur BiFC
MN165 SH3P2(attB4) v 4\ e TTCGGACACTTTG 57 Sint
MN166 CHC1 fw EcoRl  AAGGggatccATGGCGGCTGCTAAC 58 Klassische
Klonierung
AAGGgcggecgcCTATTTTGGAGTAGC Klassische
MN167 CHC1 rv Notl TCTAGCTT 60 Klonierung
MN168 At4g12770 left ATTTAATTCCCGGGTTTGGT 63 gRT-Analyse
MN169 At4g12770 right TGGGATTGACTAGTTGTCTCTGAA 67 gRT-Analyse
MN170 At4g12780 left TTTGATTCCTGGGTTTGGTC 64 gRT-Analyse
MN171 At4g12780 right CGGATTGATTTGTTGTCTCTGA 67 gRT-Analyse
MN172 SH3P2(N1-134) rv AAGGggatccTCAAACCTGTGTACCAA Klassische
58 ;
BamHI GAG Klonierung
MN173 SH3P2(ASH3) AAGGggatccTCAATCTGTTGACGTGT 59 Klassische
BamHI CA Klonierung
MN174 At4g34660 left ttgatcagctcgaaggagaga 60 gRT-Analyse
MN175 At4g34660 right gcaaacactccattagcttcct 59 gRT-Analyse
MN176 SH3P2(C257- AAGGgaattcATGTCTGAGAGGCAACG 55 Klassische
369)fw EcoRl TATAG Klonierung
MN177 SH3P2(N1-257)rv AAGGggatccTCATACCATCTCTCCTT 57 Klassische
BamHI CGAG Klonierung
MN178 SH3P2(N1-84)rv  AAGGggatccTCACGTACCTATTTCAA 53 Klassische
BamHI CTTGTT Klonierung
MN179 FYVE(N1-139) v AAGGctcgagCTATTGCTGATACGGAG 58 Klassische
Xhol CA Klonierung
MN180 FYVE(139-446) fw AAGGggatccatATGCAACCTACCTCG 58 Klassische
BamHI CAACA Klonierung
MN181 FYVE(139-446) rv AAGGctcgagCTAATTAACAGGCTTTA 58 Klassische
Xhol TAATGTTCATC Klonierung
MN182 FYVE(C517- AAGGggatccatATGAGGTTGAGTAAT 58 Klassische
601)fw BamHI GCCAAGG Klonierung
MN183 FYVE overlap CGATCACCGATTCAGCGATGCAACA 58 Klassische
Pro/Gen fw GGGAGATTACA Klonierung
MN184 FYVE overlap TGTAATCTCCCTGTTGCATCGCTGA 58 Klassische
Pro/Gen rv ATCGGTGATCG Klonierung
MN185 VPS23genPro fw AAGGacaagttigtacaaaaaagcaggatGAG 58 GW-Klonierung

ATCATTTTTGTGTCACCA
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AAGGaccactttgtacaagaaagctgggtiTGA GwW, C-
MN186 VPS23w/0Stopp IV ATGTAACCTACCTGCG 9 terminale Fusion
AAGGacaagtttgtacaaaaaagcaggctGTA Gateway
MN187 TOL6Pro fw ATCCTCATCCGCAATAA 59 Klonierung
AAGGaccactttgtacaagaaagctgggttAAT GwW, C-
MN188 TOL6 w/oStopp IV o A TTTTCCTTCCTCCTA 57 terminale Fusion
. TGTTTGATCGGTGAAGACTATGGCG
MN189 Pro::TOL6 TCGTCTTCAG 58 Overlap
. CTGAAGACGACGCCATAGTCTTCAC
MN190 TOL6::Pro (rv) CGATCAAACA 58 Overlap
Klassische
AAGGaccactttgtacaagaaagctgggttTCA ) i
MN191 VPS23 Stopp rv TGAATGTAAGCTACCTGC 59 Klo_merung N
terminale Fusion
) CGACACCGTTTAACTCCGATGGTGT
MN192 tRFP:ProVps23 fw CTAAGGGCGA 59 Overlap
) TCGCCCTTAGACACCATCGGAGTTA
MN193 ProVps23:tRFP rv AACGGTGTC 59 Overlap
MN194 tRFP:Vps23genom GGCGGGGGAACCATATTAAGTTTGT 59 Overla
v GCCCCAGT P
MN195 tRFP:Vps23genom ACTGGGGCACAAACTTAATATGGTT 63 Overla
fw CCCCCGCC P
MN196 FYVE(1- AAGGaccactttgtacaagaaagctgggttTCA 59 GW, N-
139/STOP) rv GW CTGATACGGAGCAGTAGAATC terminale Fusion
MN197 SH3P2(N1-179) rv  AAGGgcggecgcCTATCTCGCCTTTGC Klassische
58 .
Notl TTG Klonierung
MN198 VPS23(N1-159) rv AAGGgtcgacCTAATAAAGAGGCGGAT Klassische
61 .
Sall CACG Klonierung
MN199 VPS23(C160-*) fw AAGGgaattcATGTCTCGACGCCGTCC 58 Klassische
EcoRl T Klonierung
MN200 VPS23(N1-199) rv  AAGGgtcgacCTAGCCGTAAGGTGAT Klassische
58 .
Sall GGC Klonierung
MN201 VPS23(C200-*) fw  AAGGgaattcATGGGAGGAGTAAGTAG 67 Klassische
EcoRl GGTGC Klonierung
AAGGgcggeccgcCACACCAATGGCGA Klassische
MN202 ProSH3P2 fw Notl CATAAC 64 Klonierung
MN203 genomSH3P2 v - - 1cGAAAACTTCGGACACTTTGC 61 Klassische
EcoRl Klonierung
MN204 tagRFP fw EcoRI- gaattcggagtiggagttGTGTCTAAGGGCG 58 Klassische
linker AAGAG Klonierung
MN205 TermSH3P2 rv AAGGgtcgacTTACTGAAGTTTAAGTT 61 Klassische
Sall TGATAAATTGC Klonierung
MN206 GGCACAAACTTAATTGAGAATTTGAA 60 Overla
tagRFPxTermSH3P2 fw GGTAACATTATGGTTC P
MN207 TGTTACCTTCAAATTCTCAATTAAGT 60 Overla
tagRFPxTermSH3P2 rv TTGTGCC b
MN208 tagGFP fw Sall  AAGGgtcgacATGGTGAGCAAGGGC 58 i:aS.S'SChe
onierung
MN209 tagGFP rv Ncol AAGGccatggCTTGTACAGCTCGTCCA 56 Klas_S|sche
T Klonierung
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MN210 TOL6(N1-200) rv  AAGGgagctcCTATACTCCATAGCCAG 59 Klassische
Sacl CTTGA Klonierung
MN211 TOL6(180-400) fw AAGGcatatgATGATCAAGCTGGTTAT 56 Klassische
Ndel GGAGTA Klonierung
MN212 TOL6(180-400) v  AAGGgagctcCTAAGGGTCTGTAGTCA 57 Klassische
Sacl CAGATG Klonierung
MN213 TOL6(380-*) fw AAGGcatatgATGGATGAGTTTGCACA 58 Klassische
Ndel ATTAGC Klonierung
MN214 TOL6(380-*) rv AAGGgagctcTTAAATCATTTTCCTTCC 59 Klassische
Sacl TCC Klonierung
MN215 SH3P1 fw Ncol AAGGccatggATATGGAAGCTATAAGA 57 Klas_S|sche
AAGC Klonierung
MN216 SH3P2(N1-257)rv  AAGGgcggecgcTCATACCATCTCTCC 57 Klassische
Notl TTCGAG Klonierung
MN217 TOL6(174-400) fw AAGGgaattcATGCCAGCTGGCTATGG Klassische
59 ;
EcoRl AGTA Klonierung
MN218 TOL6(174-400) v AAGGgcggeccgcCTAAGGGTCTGTAGT 57 Klassische
Notl CACAGATG Klonierung
MN219 TOL6(380-*) fw AAGGgaattcATGGATGAGTTTGCACA 58 Klassische
EcoRl ATTAGC Klonierung
MN220 TOL6(380-*) rv AAGGgcggccgc TTAAATCATTTTCCTT 59 Klassische
Notl CCTCC Klonierung
MN221 At4g34660 fw GW aaaaagcaggcttgGATGCAATTAGAAAA 58 _GW, N- _
CA terminale Fusion
agaaagctgggttTCAGAAAACTTCGGAC GW, N-
MN222 At4g34660 rv GW ACTTTG 58 terminale Fusion
Klassische
MN223 AT1GS9610 EcoRI A GGgaattcATGGAGGCGATCGAT 58 Klonierung
Dynamin
MN224 AT1G59610 Notl  AAGGgeggecgcCTAATACCTGTAAGA assische
rv TGATCCAG ng
Dynamin
MN225 AT5G42080 Xhol  AAGGctegagATGGAAAATCTGATCTC Klassische
55 Klonierung
fw TCT .
Dynamin
Klassische
MN220 ATSGA2080 Xhol  ApGGctogagTCACTTGGACCAAGCA 57 Klonierung
Dynamin
MN227 SH3P2(N1-257)rv  AAGGagaaagctgggttTACCATCTCTCC 55 GwW, C-
Gw TTCGAG terminale Fusion
MN228 SH3P2(c179-*) fw  AAGGaaaaagcaggcttgATGGAGTCTCA i .
GW AGGTAATCCTGAC 66 GW-Klonierung
MN229 SHIP2(N1-257)W . . cATGGATGCAATTAGAAAACA 57 TOPO-GW-
TOPO Klonierung
MN230 SHIP2(NT-257)V 1A CCATCTCTCCTTCGAG 55  1OPO-GW,C-
TOPO terminale Fusion
MN231 SH3P2(c179-*) fw  caccATGGAGTCTCAAGGTAATCCTG 66 TOPO-GW
TOPO AC
MN232 SH3P2(C179-") IV ) s A A CTTCGGACACTTTG 57 TOPO-GW, C-

TOPO

terminale Fusion
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TOPO caccATGGCGGCTGCTAAC 58 TOPO-GW
MN234 CHC1(1-800) v o1 ATTTTGGAGTAGCTCTAGCTT 60  TOPO-GW,N-
TOPO terminale Fusion
MN235 TOL2-u GAACGATGGTGACTCGAAAC 6o Genotypisierung
Korbei et al.
MN236a TOL3-u GCTCAGGCAACTGCATCAG 65  Genotypisierung
Korbei et al.
MN236b TOL5-u CCTACGCTTGTGAAGATAG 55  Genotypisierung
Korbei et al.
MN237 TOL6-u GTGGATATTTTCCCTCTGGACC 67  Genotypisierung
Korbei et al.
MN238 TOL9-u GAACTGTGGTGACATGGTTC 61  Genotypisierung
Korbei et al.
MN239 ProSH3P2 fw caccCACACCAATGGCGACATAAC 64 TOPO-GW
MN240 SH3P2 rv GAAAACTTCGGACACTTTGC 61 TOPO-GW, C-
terminale Fusion
MN241 TOL2-d TGGTGGAAAACAGGAAGATAAG 65  Genotypisierung
Korbei et al.
MN242 TOL3-d CGGTATTGGAGTGGGAGCTG 67  Genotypisierung
Korbei et al.
MN243 TOL5-d AACTGGAGTCATTCTCAGG 57  Genotypisierung
Korbei et al.
MN244 TOL6-d GCGACGGTGGCTGTTGATAAAG 7o~ Genotypisierung
Korbei et al.
MN245 TOL9-d CTCCGTTACTGCAAATGCGTGC 70 Genotypisierung
Korbei et al.
MN246 AP2A1(b2819) fw  ACAGACCCAGCGGACAG 57 Genotypisierung
mN247 TPLATE (b3211)  5cGGCCGAGAAGCTG 50  Genotypisierung
MN248 TML (b1594) fw CCGGATCTACCTCAGCCT 58 Genotypisierung
GTGACAGATGTCGAtgcaAGCTTATC SH3
MN249 EL/DA fw AACT 63 Mutagenese
AGTTGATAAGCTTGCATCGACATCT SH3
MN250 EL/DA rv GTCAC 63 Mutagenese
GTTACAGGCAGTICtTHGCCGAAGGT SH3
MN251 GW/SF fw GAA 68 Mutagenese
TTCACCTTCGGCAAAAGAACTGCCT SH3
MN252 GW/SF rv GTAAC 68 Mutagenese
MN253 DRP1A(aa528) fw  AAGGggatccTACGTGAACATGGTCTG .o Klassische
BamHI TG Klonierung
MN254 DRP2A(aa740) fw  AAGGggatccTACGTTGAAGCTGTTCT 50 Klassische
BamHI TAACA Klonierung
AAGGctcgagCTAATACCTATAAGCTG Klassische
MN255 DRP2A v Xhol  \AGCTGTAG 58 Klonierung
MN256 DRP2B(aa747) fw  AAGGgaattcTATGTTGAAGCTGTTCT 53 Klassische
EcoRlI CAAC Klonierung
MN257 DRP3A(aa681) fw  AAGGggatccTACTATGACATTGTAAG 56 Klassische
BamHI GAAGAAT Klonierung
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MN258 DRP3A rv Xhol AAGGctcgagTTAGAATCCGTATCCAT 56 Klas_S|sche
TTT Klonierung
MN259 TermVPS23.1 AAGGggatccAACAAGGCGTAAGGAT Klassische
59 ;
(BamHI) rv GTT Klonierung
MN260 GGGGCACAAACTTAATTGAATGAAA 60 Overla
tagRFP:TermVPS23.1 fw  TTCAGTGTTTTTGTTTG P
MN261 CAAACAAAAACACTGAATTTCATTCA 60 Overla
TermVPS23.1:tagRFPrv ATTAAGTTTGTGCCCC P
MN262 ProVPS23a AAGGgaattcGAGATCATTTTTGTGTC 63 Klassische
(EcoRl) fw ACCA Klonierung
MN263 Pro:VPS28a fw AAGGgaattcTAATAGACCCGATCTGA Klassische
58 ;
(EcoRl) TCC Klonierung
MN264 Pro:VPS28a rv AAGGccatggATTACCAGCTTTAGGCA Klassische
58 ;
(Ncol) AAG Klonierung
MN265 GFP fw (Ncol)  AAGGccatggATGGTGAGCAAGGGC 58 Klassische
Klonierung
MN266 GFP CAAGAAACGTAACCTACATTGATCTT 58 Overla
rv:TermVPS28 ACTTGTACAGCTCGTCCA P
MN267 TGGACGAGCTGTACAAGTAAGATCA 58 Overla
GFP:TermVPS28fw ATGTAGGTTACGTTTCTTG P
MN268 TermVPS28 rv AAGGggatccTGGTCCATCAATATCAT 61 Klassische
(BamHI) AAGTTA Klonierung
MN269 NOS-Term rv AAGGggatccAGTTAGCTCACTCATTA 61 Klassische
(BamHI) GGCA Klonierung
MN270 SH3P2(1-264) fw ~ AAGGccatggCGATGGATGCAATTAGA 58 Klassische
(Ncol) AAACA Klonierung
MN271 SH3P2(1-264) v AAGGggatccCTAAGCTTCTATACGTT Klassische
58 Klonierung N-
(BamHlI) GCCTCT : .
terminale Fusion
MN272 VPS28 aa501 fw  AGAATGGCTTTCGAGGTT 59 Genotypisierung
) CTTTGCCTAAAGCTGGTAATccatggA
MN273 VPS28:GFP fw TGGTGAGCAAGGGC 58 Overlap
) GCCCTTGCTCACCATccatggATTACC
MN274 VPS28:GFP rv AGCTTTAGGCAAAG 58 Overlap
MN275 Pro:VPS28a rv AAGGcccgggATTACCAGCTTTAGGCA Klassische
58 ;
(Smal) AAG Klonierung
MN276 GFP fw (Smal)  AAGGcccgggATGGTGAGCAAGGGC 58 Klassische
Klonierung
MN277 VPS28 GW C-term acaagtttgtacaaaaaagcaggctATGATGG i .
fw AGGTCAAATTATG 57 GW-Klonierung
MN278 VPS28 GW w/o accactttgtacaagaaagctgggttATTACCAG 58 GwW, C-
stop rv CTTTAGGCAAAG terminale Fusion
LBb1.3 mod éTTTTGCCGATTTCGGAACCACCAT 75 Genotypisierung
Hyg fw AGCGAACTGTGGACGAGAACTGTG 70 Genotypisierung
Hyg-Resistenz
AACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAA Genotypisierung
Hyg rv 72 .
GT Hyg-Resistenz
35S fw CCCCCACTATCCTTCGCAAGACCC 72 Genotypisierung
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LB3Sail AATTTCATAACCAATCTCGATACAC 64 Genotypisierung
08409 GABI ATATTGACCATCATACTCATTGC 62 Genotypisierung
EI538.2 TagRFP fw Ncol AAGGccatggGGGTGTCTAAGGGCGA 57 Insertion nach

AGAG

Schnittstelle

Appendix Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit hergestellte Konstrukte:

pMN Genort Konstrukt Vektor Datum Klonierung
1 At2g30050  putative SEC13 pUC18 12.04.11 MN7-MN8 (Xbal-
BamHI)
2 At4g34660  35Spro:SH3P2-GFP pUC18 12.04.11 g":‘nfh'\l")m (Xbal-
. MN1-MN2 (Xbal-
3 At3g01340 putative SEC13 pUC18 21.04.11 BamHI)
4 Atdg12770  Auxillin-like pCR2.1 29.04.11 MN19-MN20 TOPO-
Reaktion
5 At4g12770  35S:GFP-Auxillin-like pulC18 19.05.11 ﬁl‘ﬁlfMN“ (EcoRl-
Nicht-charakterisiertes MN17-MN18 pJet-
6 AtBg57460 5o pJET1.2 17.05.11 oo
Nicht-charakterisiertes aus pMNG6 (EcoRI-
7 AtBg57460 5o pUC18 250511 4
. . MN9-MN10 pJet-
8 At1g78900  ATPase catalytic subunit A pJET1.2 03.06.11 Reaktion
Clathrin assembly protein MN26-MN27 pJet-
9 At4g32285 oo pJET1.2 03.06.11 Rt
10 Awgotseo | AP1811(UBA)N-Term — \noNRp07  04.07.11  MN73-MN74 GW
tagging
11 At3g11910  Ubiquitin Hydrolase 13 pDONR207 12.07.11  MN69-MN70 GW
12 At5g02500 HSC1 pDONR207  12.07.11 MN51-MN52 GW
13 At2g30050 putative SEC13 pDONR207  18.07.11 MN55-MN56 GW
14 At3g01560 F4P13.11 (UBA) pDONR207  18.07.11 MN73-MN74 GW
15 At4g32285 A?jf;’;’(’)” assembly protein  \hONR207  20.07.11 MN67-MN6E8 GW
16 At5g02500  35S:HSC I-GFP 355-GW-GFP 25.07.11 LR mit pMN12
17 At3g01560  35S:YFP-F4P13.11(UBA) pGEWXtag'YFP' 27.07.11 LR mit pMN14
18 At4g32285 35S:AP180-GFP 355-GW-GFP 27.07.11 LR mit pMN9
19 At3g11910 g‘r;g;Ub’q“’“” hydrolase13- 455 GW.GFP 28.07.11 LR mit pMNA11
20  At2g30050  35S:SEC13-GFP 355-GW-GFP 28.07.11 LR mit pMN13
21 At4g12770  Auxillin-like protein pDONR207 22.08.11 MN77-MN78 GW
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22 At2g43160  Epsin pDONR207  22.08.11 MN63-MN64 GW
23 At4g12770  35S:YFP-Auxillin-like pGEWXtag'YFP' 26.08.11 LR mit pMN21
24  At2g43160  35S:Epsin-GFP 355-GW-GFP 29.08.11 LR mit pMN22
25  At4g34660 SH3P2 ohne stopp pDONR207  05.09.11 MN53-MN54 GW
26 At4g34660 35S:SH3P2-GFP 355-GW-GFP 13.09.11 LR mit pMN25
27  At4g12770  35S:FLAG-Auxillin-like pGWB412  09.09.11 LR mit pMN21
28  At4g34660 35S:SH3P2-FLAG pGWB411  09.09.11 LR mit pMN25
20  At3g01560 35S:RFP-F4P13.11 (UBA) pGWB461  29.06.12 LR mit pMN17
30  At4g32285 35S:AP180-RFP pGWB460  29.06.12 LR mit pMN18
31 At2g43160  35S:Epsin-RFP pGWB460  29.06.12 LR mit pMN22
3 Atag12770 ADH1_.'GBD-AUXIIIln like pGBKT7 04.07.12 MN106-MN107
protein (EcoRl-Sall)
_ MN110-MN111
33 At1926630 ADH1:GBD-FBR12 pGBKT7 010812 o mSal)
_ MN114-MN115
34  At3g46060 ADH1:GBD-RABSa pGBKT7 010812 Boomlcan
_ MN116-MN117
35  At4g16520 ADH1:GAD-ATGSF pGADT7 020812\ el EooR)
36  At4g18060 ADH1:GAD-SH3P3 pGADT7 01.08.12 ‘FJ,r;‘k'O”'e” Markus
_ MN105-MS8
37  At1g31440 ADH1:GAD-SH3P1 pGADT7 020812 BC 1o] BamHi)
_ MS11-MN109
38 At4g34660  T7pro:SH3P2-HIS pET21a 06.0812  £0 e 'Notl
39  At4g34660 ADH1:GAD-SH3P2 pGADT7 24.08.12 ‘FJ,g‘k'O”'e” Markus
40  At1g07410 ADH1:GBD-RABA2B PGBKT? 27.08.12 MN112-MN113
(Ndel-Sall)
41 miRNA Auxi1 pJET1.2 29.09.12  MN130-MN131
42 miRNA Auxi1* pJET1.2 29.09.12 MN132-MN133
43 miRNA Auxit pGreen 0229 23.10.12 2us PMN41 (EcoRI-
BamHI)
44 miRNA Auxi1* pGreen 0229 23.10.12 2us PMN42 (EcoRI-
BamHI)
ADH1:GAD- MN140-MN143
45 AUgI144 1 sHaminiPPP) PGADT7 231012 5y erlapp)Kpni-Sall
46 At4gi6144  AMSH3(APRD) pJET1.2 27.11.12  MN138-MN139
(Overlapp)
ADH1:GAD- .
47 At4g16144 AMSH3(APRD) pGADT7 14.12.12 umkloniert pMN46
48 Aagieias ADHTGAD-AMSHI255- onr 08.01.13 MN124-MN125

325)
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MN146-MN147

49  A2g36680 ADH1:GBD-VPS37 PGBKT? 08.01.13 & o S

50  At4g05000 ADH1:GBD-VPS28 PGBKT7 10.01.13 ?’g;‘;ﬁ_’gﬂaﬂ;“g
51 At3g12400 ADH1:GBD-VPS23 PGBKT? 30.01.13 ?’g;gﬁ’_’gﬂaﬂ;m
52 At4g34660  Tacpro:GST-SH3P2 pGEX-6p1  30.01.13 ?’éi;gl'\_"NN;tSG

53 At4g12770  ADH1:GAD-Auxillin-like pGAD7 21.02.13 umkloniert pMN32
54  Atdg16144  ProA3:gen.A3 pJET1.2 08.01.13 ?g\\'/\})‘m"\"m“s
55  A12g20760 CLC:tagRFP pGWB558  17.06.13 LR mit EI154

56 At4g16144 QI\D”I;}_I?(ZQ;?D) pGBKT7 04.07.13 umkloniert pMN46
57 Atdgl6144 ;‘5571"GBD'AMSH3(255' PGBKT? 04.07.13 umkloniert pMN48
58  At4g34660 SH3P2 ohne Stop Codon ?DONR(P“M 07.10.13 MN163-MN165 GW
50 At4g34660 SH3P2 mit Stop Codon ?DONR(P“M 07.10.13 MN163-MN164 GW
60  Atdgi6144 AMSH3 ohne Stop Codon ;’DONR(PSPZ 07.10.13 MN161-MN162 GW
61  At4gd4660  Tacpro:SH3P2(c250) PGEX-6P-1  07.11.13 ?’g;gf,'\\l"o'\tﬂ; 56
62  At4g34660  Tacpro:SH3P2(c179) PGEX-6P-1  07.11.13 ?g;g?r'\\fo'\tﬂ; 56
63  Atdgi6144  AMSH3(APRD) pDONR207  07.10.13 ¥e'\r'r:p5|2;2”le\1/|?\l%6
64  Atdg16144  AMSH3(APRD) 35S-GW-GFP 21.10.13 LR mit pMN63

65 At4gi6144 XI\AJISH3:nYFP::cYFP:SH3 pCEriliFCt-Zim- 24.10.13 IQI\RM:JnétopMng e
66 Atdg16144 XI\CﬂSH3:nYFP::SH3:cYFP pCECB:iFCt-Zim- 24.10.13 IQI\RM:JnétopMNSS e
67  miRNA SH3P2 pTA7002 22.10.13 &ﬁ;ﬁg;’;)“"ng
68  At4g34660  Tacpro:GST-SH3P2 PGEX-6P-1  08.11.13 ?’éi;gl'\_"NN;tSG

69  Atdg34660 /1‘547 1:GAD-SH3P2(NT- ApT7 20.11.13 ?/Ilii:)gl'\-ﬂBl\grr?ﬂ?ll)
70 At4g34660 ADH1:GAD-SH3P2(ASH3) pGADT? 20.11.13 ?/Ilii:)gl'\-ﬂBl\grr?ﬂ?ll)

71 At2g20760  UBQ10pro:RFP::CLC1 B%zﬁ'RFP' 26.11.13 LR mit pEI154

72 At3g12400  Tacpro:GST-Vps23 PGEX-6P-1 021213 UmKloniertaus

pMN51 (EcoRI-Sall)
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At4g16144 ﬁgiéf;A:”genom”tagRF P bGreen 0229 10.12.13 E:gggle-Elﬁ?Ncol-
Kpnl)
At4g34660 ADH1:GAD-SH3P2 pDEST-AD  21.07.14 :ﬁaiﬂesé?\fl)ﬁ!g\s/av&[;go
At2g43160 ADH1:GBD-EPSIN pDEST-BD  21.07.14 LR mit pMN22
At4g34660  SH3P2-MBP pMAL 87/86  24.09.14 ;mggi‘fgci‘;:_,\lom
At1g20110 ?gg’tagm: P-FYVET(1- JDONR207  17.10.14 CK40-MN191 GW
78 At1g20110 ?gg’tagﬂ’: P-FYVEI(1- ,GwB461  20.10.14 LR mit pMN77
79  At3g12400  ProVPS23::VPS23 pDONR207  17.10.14 MN185-MN186
80  At3g12400 I’Z’OVP 523:VPS23:1agRF  \a\wesss  19.11.14 LR mit MN79
81 At1g20110  35S::YFP-FYVET pGEWXtag'YFP' 12.01.15 LR mit pCK47
82  At3g12400  Tacpro:GST-Vps23(160-*) pGEX-6P-1  19.03.15 ?g;g?-gﬂa'ﬂ;m
83  At3g12400  Tacpro:GST-Vps23(200-*) pGEX-6P-1  19.03.15 ?’ggg}_'g"a'ﬂ;m
84  AW4g34660 Tacpro:GST-SH3(1-179)  pGEX-6P-1  19.03.15 ?’éi;gl'\_"NN;tf?
85  At4g34660 ADH1:GAD-SH3P2 pDEST-BD  20.03.15 \rﬁvl\l?l\ll-lggig?(e)o
86  At4g34660 SH3P2(1-257) pJET1.2 23.03.15 ?’éi;gl'\_"NNozt:)G
87  At2g38410  TOL6(174-400) pJET1.2 23.03.15 ?’gg;ﬁ_','\\l"o'\t'|?8
88  Ai2g38410  TOL6(380-%) pJET1.2 25.03.15 ?gg;{?:r'\\fo'\tlﬁzo
89 At4g34660 Tacpro:GST-SH3P2(1-257) pGEX-6p1 31.03.15 aus pMN86
90  At2g38410 ;gg’)"o"GST'Tow(ﬁ 4 bGEX-6p1  31.03.15 aus pMN87
91 At2g38410  Tacpro:GST-TOL6(380-*) pGEX-6p1 21.04.15 aus pMN88
92  At5g42080 (T/"’\’g’zr;’)’GST'DRP 1A pGEX-6p1  05.06.15 ?Qﬂﬁﬁi’ﬁf,’ﬁzza
93 At4g34660 SH3P2(1-257) ?g’;‘%% ey 16.09.15 ¥g§é?é“w23°
94 At4g34660 SH3P2(179-%) ?g’;‘,g% ey 16:09.15 ¥g§g1.é'\w232
95  At4g34660 SH3P2(1-257) pFAST/RO5  28.09.15 LR mit pMN93
96 At4g34660 SH3P2(179-*) PFAST/RO5  28.09.15 LR mit pMN94
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ENTR. MN229-
97  At4g34660 SH3P2 P POmTEy 20-10.15 MN156.2(Not)
TOPO-GW
] PENTR- MN233-MN234
98  At3g11130  CHC1(1-500) P Poey 301015 FUESSAD
99  At4g34660 ADH1:GAD-SH3P2 pDEST-AD  18.11.15 LR mit pMN97
100 At4g34660 ADH1:GBD-SH3P2 pDEST-BD  18.11.15 LR mit pMN97
101 At3g11130 ADH1.GAD-CHC1(1-500) pDEST-AD  18.11.15 LR mit pMN98
102 At3g11130 ADH1.GBD-CHC1(1-500) pDEST-BD  18.11.15 LR mit pMN98
103 At4g34660 SH3P2-RFP pGWB561  14.12.15 LR mit pMN97
) PENTR- MN239-MN240
104 AM4g34660  ProSHaP2::SH3P2genom BBl 190216 YUESS D
105  Atagadeso | [OSHOP2:SH3P2genom: ~\wpsss 22,0216 LR mit pMN104
tagRFP
106 Atagadeso | [OSHOP2:SH3P2genom: ~\wpass  24.02.16 LR mit pMN104
tagRFP
Tacpro:GST-DRP1A (528- . MN253-MN226
107 Alsga2080 7% PGEX-6P-1 260716 oo oLl
Tacpro:GST-DRP2A(740- . MN254-MN255
108 Atgioze0 g% PGEX-6P-1 260716 gi- il
Tacpro:GST-DRP2B(747- . MN256-MN255
100 Atigsesio oo PGEX-6P-1 260716 g Mol 0
Tacpro:GST-DRP3A(681- . MN257-MN258
110 Augaseso o7 PGEX-6P-1 260716 oot Ll
111 GFP-NOS  nGFP-Tnos aus 404 pJET1.2 06.04.17 MN265-MN269
(Ncol-BamHI)
_ MN263-MN264
112 At4g05000  proVPS28a:VPS28a pJET1.2 06.04.17  Eo P o
ProVPS23::VPS23:1tagRF MN262-MN269
113 At3g12400 . pUC119 02,0817 | EC2Pt BamH)
ProVPS23::VPS23:1tagRF MN262-MN269
114 At3g12400 1 pJET1.2 18.04.17
. . Ligation mit pMN111
115 At4g05000 ProVPS28:VPS28:sGFP pUC119 08.05.17 o
. . Ligation mit pMN111
116 At4g05000  ProVPS28::\VPS28::5GFP  pKS+ 08.05.17 o
o MN270-MN271
117 At4g34660 SH3P2(BAR)Crystalization pETM-11 24.05.17 (Xhol-EcoRlI)
PENTR- MN279-MS8 TOPO-
118 At1g31440 SH3P1 P POnEy 271017
119 At1g31440 ADH1:GAD-SH3P1 pDEST-BD  29.10.17 LR mit pMN118

Appendix Tabelle 3: Genotypisierungen der Mutanten
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Oligo-

Genotyp oder Konstrukt Name Sequenz 5'-3'

AGA49 AACTTTGGACTTTGGAACATGTCCACTCCTTAC
VPS23.1-3 A

AG51 AGGAACCATCATCACACGCATAGCCACAG

AG51- AGGAACCATCATCACACGCATAGCCACAG
vps23.1-3 (Sail_1233E07_2-4)

LB3Sail AATTTCATAACCAATCTCGATACAC
VPS AG47- GTATCACGAATGCAACCTAGCTGCAATGGAAG

23.2-1

FA169 TCGTCATCTGTCGTCGTCTTCAAG

AG47 GTATCACGAATGCAACCTAGCTGCAATGGAAG
vps23.2-1(Sail_237G05_3-4)

LB3Sail AATTTCATAACCAATCTCGATACAC

MN201- AAGGgaaticATGGGAGGAGTAAGTAGGGTGC
VPS23.1:VPS23.1-RFP

FA121 cgcGAAT T Ctcaattaagtttgtgcc
SH3P1 MN91- ACACAACCGTTGTTGGTAT

MN92b CCTCAACAATCCTATCTACCC

MN91- ACACAACCGTTGTTGGTAT
sh3p1(Salk_127258)

LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATC

MN93- TGTCACTTTCAGGAGTTCC
SH3P3

MN94 AGCTCCTGTAATGCCTCT

" MN93- TGTCACTTTCAGGAGTTCC
sh3p3
i LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAACCACCATC

EN GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
35S:amish3p2 (att1-att2)

El2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Hyg fw AGCGAACTGTGGACGAGAACTGTG
35S:amish3p2 (Hyg-Kasette)

Hyg rv AACTCACCGCGACGTCTGTCGAGAAGT

35S fw CCCCCACTATCCTTCGCAAGACCC
35S:amish3p2 (35Spro-att2)

El2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT

Appendix Tabelle 4: In dieser Arbeit verwendete AntikGrper:

Antikérper Hersteller oder Referenz

Primére Antikoérper

anti-AMSH3 Isono et al., 2010

anti-GAL4BD Santa Cruz Biotechnology

anti- CDC2 PSTAIRE Santa Cruz Biotechnology
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anti-UGPase Agrisera

anti-H+-ATPase Agrisera

anti-BiP2 Agrisera

anti-COX2 Agrisera

anti-Sec21 Agrisera

anti-V-ATPase Agrisera

anti-Toc75 Agrisera

anti-CHC Agrisera

anti-GST GE Healthcare

anti-HA Sigma—Aldrich

anti-MBP New England Biolabs
anti-GFP Roche

anti-Ubiquitin P4D1 Santa Cruz Biotechnology
Sekundére Antikérper

anti-goat-HRP Sigma-Aldrich, Deutschland
anti-mouse-HRP Sigma-Aldrich, Deutschland
anti-rabbit-AP Sigma-Aldrich, Deutschland
anti-rabbit-HRP Sigma-Aldrich, Deutschland

Appendix Tabelle 5: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien:

Bezeichnung der Chemikalie Lieferant

2,4-D (2,4-Dichlorphenoxyessigséure) Duchefa Biochemie, Niederlande

2-Mercaptoethanol Carl Roth, Deutschland

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES monohydrate) Carl Roth, Deutschland

2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES hydrate) Sigma-Aldrich, Deutschland

Epoxysuccinyl- L -Leucylamido(4- Guanidino)-Butan (E-64) Carl Roth, Deutschland
3-Amino-1,2,4-Triazol (3AT)
5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat (BCIP)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deutschland

6-Benzylaminopurin (6-BA) Sigma-Aldrich, Deutschland

Essigsaure 25 % Carl Roth, Deutschland
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Carl Roth, Deutschland

Agar, fir Bakteriologie

AppliChem, Deutschland

Agarose, peqGOLD Universal

Peqlab, Deutschland

Ammoniumperoxydisulphat (APS)

Carl Roth, Deutschland

Ampicillin Carl Roth, Deutschland
Aprotinin Carl Roth, Deutschland
BASTA Bayer CropScience, Deutschland
Bicine Carl Roth, Deutschland

Bis-(2-hydroxyethyl)-imino-tris-(hydroxymethyl)-methan (Bis-
Tris)

Carl Roth, Deutschland

Rinderserum Albumin (Albumin Fraktion V, BSA)

AppliChem, Deutschland

Rinderserum Albumin Fraktion V, fettsdurefrei (BSA)

Carl Roth, Deutschland

Brefeldin A (BFA)

Thermo Fisher Scientific,
Deutschland

Bromophenol blue

Carl Roth, Deutschland

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich, Deutschland

Calciumhypochloride

Carl Roth, Deutschland

Cellulase “Onozuka R-10”

Yakult Pharmaceutical Industry,
Japan

Chloroform

Carl Roth, Deutschland

Chymostatin

Carl Roth, Deutschland

cOmpleteEDTA-free Protease Inhibitor Cocktail

Roche, Deutschland

Coomassie Birilliant Blue R-250

AppliChem, Deutschland

D-Glucose

AppliChem, Deutschland

D-Mannitol

AppliChem, Deutschland

Deuteriumoxid

Carl Roth, Deutschland

Deoxyribonucleoside-Triphosphat (ANTPs)-Set

Carl Roth, Deutschland

Dimethylsulfoxide (DMSO)

Carl Roth, Deutschland

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, Deutschland

e-Aminocaproinséure

Carl Roth, Deutschland

EDTA (Ethylendiamin-tetraessigsédure) Dinatriumsalz Dihydrat

Carl Roth, Deutschland

EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsaure)

Carl Roth, Deutschland

Ethanol Carl Roth, Deutschland
Ethidiumbromid Carl Roth, Deutschland
Ficoll 400 Carl Roth, Deutschland

Gentamicinsulfat

Duchefa Biochemie, Niederlande

Glycerin

Carl Roth, Deutschland

Glycin

Carl Roth, Deutschland
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Salzsaure

Carl Roth, Deutschland

Hefeextrakt

Carl Roth, Deutschland

Hefe-Stickstoff-Basismedium

Sigma-Aldrich, Deutschland

Hefe-Drop Out Medium ohne Leucin, Tryptophan, Uracil

Sigma-Aldrich, Deutschland

Hefe-Drop Out Medium ohne Leucin, Tryptophan, Uracil,
Histidin

Sigma-Aldrich, Deutschland

Hygromycin B

Sigma-Aldrich, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol)

Carl Roth, Deutschland

Isopropyl B-D-1-Thiogalactopyranosid (IPTG)

AppliChem, Deutschland

Kanamycin

AppliChem, Deutschland

Kaliumacetat

Carl Roth, Deutschland

Kaliumchlorid

AppliChem, Deutschland

Kaliumhydroxid

AppliChem, Deutschland

L-Glutathione

Sigma-Aldrich, Deutschland

L-Histidine

Sigma-Aldrich, Deutschland

L-Leucine

Sigma-Aldrich, Deutschland

L-Tryptophan

Sigma-Aldrich, Deutschland

L-Uracil

Sigma-Aldrich, Deutschland

Leupeptin

Carl Roth, Deutschland

Lithiumacetat

Carl Roth, Deutschland

Macerozyme R-10

Yakult Pharmaceutical Industry,
Japan

Magermilchpulver

Carl Roth, Deutschland

Magnesiumchlorid Hexahydrate

Sigma-Aldrich, Deutschland

Maltose

Sigma-Aldrich, Deutschland

Methanol

Carl Roth, Deutschland

Murashige & Skoog (MS-0)

Duchefa Biochemie, Niederlande

N-(3-Triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(Diethylamino) Phenyl)
Hexatrienyl) Pyridinium Dibromid (FM4-64)

Thermo Fisher Scientific,
Deutschland

Natriumhydroxid

Carl Roth, Deutschland

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Carl Roth, Deutschland

Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Orange G

Carl Roth, Deutschland

p -Aminobenzamidin

Carl Roth, Deutschland

Pepstatin A

Carl Roth, Deutschland

Phenol

Carl Roth, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth, Deutschland

Plant agar

Duchefa Biochemie, Niederlande

Pluronic F-127
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Carl Roth, Deutschland

Poly(ethylenglycol) 4000 (PEG4000)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Poly(ethylenglycol) 6000 (PEG6000)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Rifampicin Duchefa Biochemie, Niederlande
Silwet L-77 Lehle Seeds, USA
Tetracyclin Carl Roth, Deutschland

Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Triton X-100

AppliChem, Deutschland

Tween-20

AppliChem, Deutschland

Wortmannin (WM)

Sigma-Aldrich, Deutschland

Appendix Tabelle 6: In dieser Arbeit verwendete Bakterien- und Hefestamme:

Stamm Genotyp

Escherichia coli

DH5a F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17
(rK—, mK+) phoA supE44 \— thi-1gyrA96 relAl

TOP10 F— mcrA A(mrr-hsdRMS-meBC) ®80/acZAM15 AlacX74 recA1l
araD139 A(ara leu) 7697 galJ gaKrpsL (StrR) endA1 nupG

Rosetta F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm pRARE2 (CamR )

Rosetta-gami 2

A(ara—leu)7697 AlacX74 AphoA Pvull phoR araD139 ahpC galE
galK rpsL F'[lac+ laclq pro] gor522::Tn10 trxB pRARE23 (CamR,
StrR, TetR)4

Rosetta-gami B

F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm lacY1 aphC gor522::.Tn10
trxB pPRARE2 (CamR, KanR, TetR)

Agrobacterium tumefaciens

GV3101::pMP90

C58 (RifR), Plasmid: pMP90(pTiC58AT-DNA) (GentR)

GV3101::;pMP90RK

C58 (RifR), Plasmid: pMP90RK(pTiC58AT-DNA) (GentR, KanR)

GV3101::pMP90 pSOUP

C58 (RifR), Plasmide: pMP90(pTiC58AT-DNA) (GentR), pSOUP
(TetR)

Saccharomyces cerevisiae

Y8800

MATa, leu2-3,112 trp1-901 his3-200 ura3-52 gal4A gal80A
GAL2-ADE2 LYS2::GAL1-HIS3 MET2::GAL7-lacZ cyh2h

Y190

MATa gal4 gal80 his3 trp1-901 ade2-101 ura3-52 leu2-3,-112
(Clontech)

Appendix Tabelle 7: Gennamen und Genorte:

121



Appendix

Genname Genort ;I;Eyrﬁ:)nslinie
ALIX (ALG-2-INTERACTING PROTEIN X) AT1G15130

g/gfﬂfz\; ,Jlé\ofi‘ssog;\é\/lTiD MOLECULE WITH THE SH3 ATHG48790

AMSH2 AT1G10600

AMSHS3 AT4G16144

ARA7 (ARABIDOPSIS RAB GTPASE) AT4G19640

AUXILIN-AHNLCHES PROTEIN AT4G12770

CHC (CLATHRIN HAEVY CHAIN) AT3G11130

CLC (CLATHRIN LIGHT CHAIN) AT2G40060

FYVE1/FREE1 (FYVE-DOMAIN PROTEIN 1) AT1G20110

SH3P1 (SH3 DOMAIN CONTAINING PROTEIN 1) AT1G31440 Salk_127258
SH3P2 AT4G34660

SH3P3 AT4G18060 Salk_065790
g/;,/?_ Z= éSTU/)DPRESSOR OF K+ TRANSPORT GROWTH AT2G27600

SYP43 (SYNTAXIN OF PLANTS 43) AT3G05710

TOL2 (TOM LIKE PROTEIN 2) AT1G06210

TOL6 AT2G38410

VPS2.1(VACUOLAR PROTEIN SORTING 2.1) AT2G06530

VPS23.1 AT3G12400 faiu 233E07_2-
VPS23.2 AT5G13860 fa"—237G°5—3'
VPS28.1 AT4G05000

VPS37.1 AT2G36680
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