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Abbildung 3-2 Lokalisation von Uf-RTP1p in Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran. 
A, In Gefrierbrüchen durch Pflanzenzellen mit vollständig differenzierten Haustorien ist deutlich eine nahe 
Assoziation des Zellkerns sowie Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran im pflanzlichen Cytoplasma zu 
erkennen (Dreiecke). Diese Einstülpungen stehen meist in engem Kontakt mit dem, das Haustorium umgebende 
Endomembransystem der pflanzlichen Zelle (kleines Bild). 
B und C, In immunocytologischen Analysen nach Gefriersubstitution konnte RTP1p in den Einstülpungen der 
extrahaustoriellen Membran lokalisiert werden (weiße Pfeile). Typisch war auch die Lokalisation von RTP1p im 
Cytoplasma nahe geschnittener Ausstülpungen (schwarzer Pfeil). 
D, Eine deutliche Verstärkung des Signals in den Ausstülpungen kann durch Tiefätzen von 150 bis 200 nm 
dicken Schnitten erreicht werden. 
Als primärer Antikörper für die Proben in B, C und D wurde S844p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-
Kaninchen-Antikörper waren mit 10 nm Gold markiert. 
H: Haustorium; HV: haustorielle Vakuole; Sterne: haustorielle Mitochondrien; N: pflanzlicher Zellkern; PZ: 
pflanzliche Zellwand; PV: pflanzliche Vakuole; D: Dictyosomen; V: Vesikel; EM: extrahaustorielle Membran; 
EHM: extrahaustorielle Matrix (Balken: A = 1 µm; kleines Bild = 400 nm; B = 100 nm; C = 50 nm; D = 20 nm). 

 
wechseln sich alternierend ab, wobei die Einstülpungen im Cytoplasma stets mit einer 

vesikelähnlichen Verdickung enden (Abbildung 3-2 A, kleines Bild). Diese Enden stehen 

meist in engem Kontakt mit dem pflanzlichen Endomembransystem. Besonders häufig ist die 

Vergesellschaftung mit Dictyosomen oder großen Vesikeln unbekannten Ursprungs. Am 

Übergang zwischen Einstülpung und extrahaustorieller Membran sind die röhrenartigen Fort-

sätze bis auf einen Durchmesser von 10 nm verjüngt (Abbildung 3-2 B). Über diese Ver-

bindung steht die extrahaustorielle Matrix in direktem Kontakt mit den inneren 

Kompartimenten der Einstülpungen. Innerhalb der Verjüngung wurde dieselbe Elektronen-

dichte wie im äußeren Bereich der extrahaustoriellen Matrix detektiert, wohingegen die 

tubulären Strukturen im Cytoplasma einen Elektronen-dichten Inhalt aufwiesen. Die tubulären 

Strukturen zeigten auf der Plasmaseite eine diffuse, Elektronen-dichte Auflage (Abbildung 

3-2 B, C). 

Sowohl Uf-RTP1p als auch Us-RTP1p konnten in den Elektronen-dichten Bereichen der Ein-

stülpungen und in der Basis der Einstülpungen lokalisiert werden (Abbildung 3-2 C). 

Innerhalb der tubulären Strukturen wurde RTP1p sowohl bei der Interaktion von U. fabae mit 

V. faba (Abbildung 3-2 B, C) als auch von U. striatus mit M. sativa (Abbildung 3-3) 

unmittelbar an der Membran nachgewiesen. 

Um die Signale in den Einstülpungen zu verstärken, wurde für U. fabae auf V. faba ein 

Tiefätzverfahren mit Denaturierung der Proteine etabliert (siehe Material und Methoden 2.8). 

Dieses Verfahren erhöht die Antigenizität des Zielproteins, reduziert jedoch die strukturelle 

Auflösung der Probe (Abbildung 3-2 D). Mit diesem Verfahren konnte gezeigt werden, dass 

Uf-RTP1p in hohen Konzentrationen in den ausgestülpten Kompartimenten der 
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extrahaustoriellen Matrix vorkommt, jedoch in einer Konfiguration, die ohne vorherige 

Denaturierung von den verwendeten Antikörpern nur schlecht erkannt wird. 

 

 
Abbildung 3-3 Lokalisation von Us-RTP1p in einer Einstülpung der extrahaustoriellen Membran 
A und B zeigen zwei aufeinander folgende Serienschnitte durch die extrahaustorielle Matrix (EHM) sowie einer 
Einstülpung der extrahaustoriellen Membran. Us-RTP1p ist in beiden Aufnahmen dicht an der Plasmamembran, 
im Cytoplasma verlaufender Einstülpungen, lokalisiert. 
Als primärer Antikörper wurde S849p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper waren mit 
10 nm Gold markiert. 
H: Haustorium; PC: pflanzliches Cytoplasma; EHM: extrahaustorielle Matrix (Balken: A und B = 50 nm). 

 
Geringe Mengen Uf-RTP1p oder Us-RTP1p wurden in den Endomembransystemen infizierter 

Pflanzenzellen nachgewiesen (Abbildung 3-4). Immunogoldsignale von RTP1p konnten in 

Vesikeln und Dictyosomen, nicht jedoch im pflanzlichen ER detektiert werden. Die 

Signalstärke direkt im pflanzlichen Cytoplasma der Wirtszelle lag deutlich über der, die in 

membranumhüllten Kompartimenten der Pflanze detektiert wurde. 

Eine Analyse der Anordnung der Dictyosomen ergab eine Orientierung des Golgis in der 

Weise, dass das trans-Golgi-Netzwerk stets in dichtem Kontakt mit der extrahaustoriellen 

Membran stand, während der cis-Golgi von der Membran weg zeigte (Abbildung 3-2 A, 

kleines Bild; Abbildung 3-4). 
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Abbildung 3-4 Lokalisation von Uf-RTP1p in pflanzlichen Dictyosomen. 
Nur schwache Signale von Uf-RTP1p konnten in den pflanzlichen Dictyosomen lokalisiert werden (weißer 
Pfeil). Stärker sind jeweils die Signale im umgebenden pflanzlichen Cytoplasma (PC) (schwarze Pfeile). 
Als primärer Antikörper wurde S844p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper waren mit 
10 nm Gold markiert. H: Haustorium; EHM: extrahaustorielle Matrix (Balken: 100 nm). 

 
Als Ergebnis kann somit festgehalten werden, dass RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix 

akkumuliert und offensichtlich von diesem Kompartiment aus in der Lage ist, die 

extrahaustorielle Membran zu passieren und in das pflanzliche Cytoplasma zu gelangen. Die 

geringen Konzentrationen von RTP1p in Vesikeln oder den Endomembransystemen der 

Pflanze zeigen, dass diese entweder nicht am Transfer beteiligt sind, oder dass der Transfer 

schnell, ohne eine Akkumulation zu nachweisbaren Proteinkonzentrationen erfolgt. Ein Hin-

weis darauf, dass eine Lokalisation von RTP1p in Kompartimenten mit schnellem Transfer 

nicht möglich ist, liefert die Beobachtung, dass das Protein, obwohl es sich um ein 

konventionell sekretiertes handelt, nicht in den Endomembransystemen des Pilzes selbst 

lokalisiert wurde. 

Für die Charakterisierung differenzierter Bereiche der extrahaustoriellen Membran, welche 

beim Transfer von RTP1p in das pflanzliche Cytoplasma von Bedeutung sein könnten, ist die 

Beobachtung wichtig, dass Uf-RTP1p nur innerhalb der Einstülpungen der extrahaustoriellen 

Membran an dieser, zu immunocytologisch nachweisbaren Konzentrationen akkumuliert. 
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3.1.2 Semipermeabilität der extrahaustoriellen Membran 

Da nur wenig über die Zusammensetzung, die Struktur oder die Porosität der 

extrahaustoriellen Membran bekannt ist, musste zunächst geklärt werden, ob RTP1p passiv, 

z. B. durch nicht selektive Poren und Diffusion, diese spezialisierte Membran überwinden 

kann. Da eine Isolation der Membran nicht möglich ist, wurde mithilfe von in vivo Analysen 

die Permeabilität untersucht. 

Nach Infiltration eines infizierten Blattes mit 0,9% NaCl traten keine morphologischen Ver-

änderungen innerhalb der Zelle oder an den Membranen auf (Daten nicht gezeigt). Deutliche 

Veränderungen wurden hingegen in den infizierten Zellen beobachtet, wenn mit der 

0,9-%igen NaCl-Lösung, zusätzlich 2% Saccharose infiltriert wurde. Innerhalb von 30 min 

trat eine deutliche Ausdehnung der extrahaustoriellen Membran um das Haustorium auf. 

Durch Waschen des infizierten Blattes in 0,9% NaCl konnte die extrahaustorielle Matrix 

wieder auf die ursprüngliche Größe gebracht werden. Wurde die 2-%ige Saccharose nicht 

ausgewaschen, so kam es zum Platzen der Membran, wodurch im Folgenden das gesamte 

Haustorium kollabierte. Dieser Effekt konnte sowohl in jungen (Abbildung 3-5) als auch stark 

differenzierten Haustorien (Daten nicht gezeigt) beobachtet werden. Nach einer 12-stündigen 

Dunkelphase und der dadurch bedingten Abnahme von Kohlenhydraten in der Pflanze, wurde 

eine Ausdehnung der extrahaustoriellen Membran bereits bei einer Konzentration von 1% 

Saccharose beobachtet.  

 

 
Abbildung 3-5 Ausdehnung der extrahaustoriellen Matrix (EHM) eines Haustoriums (H) nach Infiltration 
mit 0,9% NaCl und 2% Saccharose (A: t = 0, B: t = 15 min und C: t = 30 min). 

 
Für die beschriebenen Infiltrationsversuche wurde Saccharose verwendet, da die eingesetzten 

Konzentrationen von 1 bis 2% innerhalb der Beobachtungszeit zu keiner Plasmolyse der 

Pflanzenzelle selbst führten. Auch das Kollabieren der Haustorien führte nicht zum Absterben 

der Wirtszelle. 

Die Ergebnisse zeigen, dass die extrahaustorielle Membran Eigenschaften einer semi-

permeablen Membran aufweist. Während Wasser durch die Membran in die Matrix ein-

strömen kann, ist es für die Saccharose, welche über einen noch unbekannten Mechanismus in 
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die extrahaustorielle Matrix gelangen muss, offensichtlich nicht möglich, passiv in die Pflanze 

zu diffundieren. Damit kann die passive Diffusion eines Proteins wie RTP1p über die 

extrahaustorielle Membran ausgeschlossen werden. 

3.1.3 Aufnahme von ΠRTP1p in pflanzliche Zellen 

Da die Permeabilitätsstudien der extrahaustoriellen Membran eine passive Diffusion von 

RTP1p in die Pflanzenzelle ausschließen, die cytologischen Daten jedoch eindeutig für eine 

Lokalisation im pflanzlichen Cytoplasma sprechen, wurde untersucht ob RTP1p in der Lage 

ist, die Plasmamembran nicht infizierter pflanzlicher Zellen zu überwinden. Hierfür wurde 

analysiert, ob für den Transfer über die pflanzliche Plasmamembran weitere pilzliche Proteine 

nötig sind, oder ob pflanzliche Proteine oder RTP1p selbst für den Transfer ausreichend sind. 

Für diese Analysen wurden Versuche an Zellsuspensionskulturen und Protoplasten durch-

geführt. 

Nach Inkubation von BY-2 Tabaksuspensionskulturen und Phaseolus vulgaris Suspensions-

kulturen mit gereinigtem heterolog in P. pastoris exprimiertem ΠRTP1p, wurde bei 

immunocytologischen Analysen ΠRTP1p nur an der Zellwand, nicht jedoch in den Zellen 

nachgewiesen. Dasselbe Bild ergab sich bei der Infiltration von ΠRTP1p in V. faba Blättern. 

Zwar war eine Detektion von ΠRTP1p auch noch 2 Tage nach Infiltration in den Inter-

zellularen möglich, in den Zellen selbst wurde das Protein jedoch nicht detektiert (Daten nicht 

gezeigt). 

Da die Aufnahme von ΠRTP1p in Zellen mit Zellwand offensichtlich nicht möglich war, 

wurden Versuche mit Vicia faba Protoplasten bei verschiedenen pH-Werten sowie unter 

reduzierenden oder oxidierenden Bedingungen durchgeführt (Abbildung 3-6). Es konnte ge-

zeigt werden, dass 21,9% ± 9,6% aller inkubierter Protoplasten ein Immunofluoreszenzsignal 

innerhalb der Zellen aufwiesen. Im Gegensatz zu nativem RTP1p (siehe 3.2.1), zeigte 

ΠRTP1p innerhalb der Protoplasten eine distinkte punktförmige Lokalisation ohne graduelle 

Ausprägung (Abbildung 3-7 A). Wurde der pH des umgebenden Mediums variiert, so konnte 

kein signifikanter Unterschied in der Aufnahme von ΠRTP1p in die Protoplasten beobachtet 

werden (Abbildung 3-6 A). Auch auf die Verteilung des Immunofluoreszenzsignals innerhalb 

der Protoplasten hatte der pH des umgebenden Mediums keinen Einfluss. 

Wurden die Protoplasten vor der Inkubation mit Protein, einer Kaliumcyanid-Behandlung 

unterzogen, um so den cytochromabhängigen Elektronentransport in den Mitochondrien zu 

inhibieren, so erfolgte keine Aufnahme des Proteins in die Zellen und es ergab sich dasselbe 

Bild wie bei unbehandelten Proben (Abbildung 3-7 B).  
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Abbildung 3-6 Anlagerung von ΠRTP1p an der Plasmamembran von Vicia faba Protoplasten und 
Aufnahme in die Zellen. 
A, Inkubation von Vicia faba Protoplasten mit ΠRTP1p unter oxidierenden Bedingungen bei verschiedenen pH-
Werten. Je höher der pH-Wert bei der Inkubation gewählt wird, desto weniger RTP1p lagert sich auf der 
Oberfläche der Protoplasten an (schraffierte Säulen). Die Aufnahme in die Protoplasten zeigt keine signifikante 
Präferenz bei einem bestimmten pH-Wert (weiße Säulen). 
B, Zugabe von Glutathion verringert die Anlagerung (schraffierte Säulen), verbessert die Aufnahme in die 
Protoplasten jedoch nicht signifikant (weiße Säulen). 

 

 
Abbildung 3-7 Lokalisation von ΠRTP1p in V. faba Protoplasten nach Inkubation mit gereinigtem 
Protein. 
A, In distinkten Kompartimenten lokalisiertes ΠRTP1p im Cytoplasma eines Protoplasten. 
B, Kontroll-Protoplasten, die nicht mit Protein inkubiert wurden, zeigten keine Grünfluoreszenz nach Anregung 
bei 480 nm. 
C, Im pH-Bereich von 5 bis 6 zeigen sich häufig Anlagerungen von ΠRTP1p an der Membran der Protoplasten 
ohne, dass in diesen Protoplasten ein Signal im Cytoplasma detektiert werden konnte. 
Als primärer Antikörper für die Detektion von ΠRTP1p wurde S844p und als sekundärer ein Alexa Fluor 488 
markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper verwendet. (Balken: A und B = 10 µm; C = 5 µm) 

 
Als pH-abhängig zeigte sich die Wahrscheinlichkeit der Anhaftung aggregierten Proteins an 

die Plasmamembran der Protoplasten. Während bei pH 5 ca. 50% aller Protoplasten ein Signal 

von aggregiertem ΠRTP1p auf ihrer Plasmamembran zeigten, konnten bei pH 8 keine 

Anlagerungen beobachtet werden. Wurde bei pH 5, 10 mM reduziertes Glutathion zugesetzt, 
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so konnte die Bildung und Anlagerung von aggregiertem Protein um mehr als 50% reduziert 

werden, wohingegen kein signifikanter Einfluss auf die Aufnahme beobachtet wurde. Da 

deutlich mehr Protoplasten eine Anlagerung auf der Membran, als eine Aufnahme von 

ΠRTP1p in die Zellen aufwiesen, konnten zahlreiche Protoplasten mit einem Signal auf der 

Oberfläche, jedoch ohne Signal in der Zelle beobachtet werden (Abbildung 3-7 C). 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass obwohl ΠRTP1p nicht in der Lage ist Zellwände zu passieren, es 

dennoch von V. faba Protoplasten internalisiert werden kann. Offensichtlich sind bis zu 

diesem Aufnahmeschritt keine weiteren pilzlichen Proteine nötig. Auffällig ist jedoch der 

Unterschied zwischen distinkter Lokalisation von ΠRTP1p im Protoplastensystem, im Ver-

gleich zu einer graduellen Verteilung im nativen System (siehe hierzu 3.2.3 Lokalisation von 

RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma). Im nativen System liegen somit Bedingungen vor, die 

sich auf die Lokalisation von RTP1p im Cytoplasma auswirken und deren Simulation im 

Protoplastenmodell unter den ausgewählten Bedingungen offensichtlich nicht möglich ist. 

Weiter kann festgehalten werden, dass die Anlagerung von ΠRTP1p an die Membran weder 

die Aufnahme in die Zellen begünstigt, noch eine signifikante Blockierung des Aufnahme-

mechanismus bewirkt. 

 

3.2 Zielkompartimente von RTP1p 

Um zu klären, wo die Zielkompartimente des nativen RTP1p liegen und somit mehr 

Information über die Notwendigkeit des Transfers über die extrahaustorielle Membran in das 

pflanzliche Cytoplasma zu erlangen, wurden immunocytologische Analyseverfahren für 

Licht- und Elektronenmikroskopie angewandt und die Ergebnisse kombiniert. Da Antikörper 

die zentralen Elemente dieser Methoden sind, wurde zunächst ein Schwerpunkt auf die 

Vergleichbarkeit sowie die Reproduzierbarkeit der Lokalisationsdaten mit verschiedenen 

gereinigten Antiseren gelegt. Mithilfe dieser getesteten Seren erfolgte dann die Analyse der 

räumlichen Verteilung sowie eine Analyse zur Klärung der zeitlichen Komponente bei der 

Verteilung und somit beim Transfer des Proteins in seine Zielkompartimente. 

3.2.1 Vergleich der Lokalisation von RTP1p mit verschiedenen 
Antikörpern 

Für die vergleichenden immunocytologischen Analysen standen drei gereinigte polyklonale 

Antikörper S746p, S844p und S849p zur Verfügung (siehe Material und Methoden Tabelle 

2-5). 



Ergebnisse   49 

Alle drei Seren waren nach ihrer Aufreinigung in Westernblotanalysen auf ihre Spezifität ge-

testet worden (Kemen, 2006). S746p hatte in vorausgegangenen immunocytologischen Ana-

lysen gezeigt, dass mit diesem Antikörper Signale in der extrahaustoriellen Matrix von 

U. fabae sowie in der infizierten pflanzlichen Wirtszelle selbst detektiert werden konnten 

(Hempel, 2005).  

Die Vergleiche wurden nicht nur mit verschiedenen Antiseren, sondern auch auf zwei ver-

schiedenen Pathosystemen, U. fabae auf V. faba sowie U. striatus auf M. sativa, durchgeführt. 

Durch diese Kombination wurde die Wahrscheinlichkeit, Artefakte durch unspezifische 

Bindungen zu erhalten, stark reduziert. 

Im Vergleich erwies sich S746p als sehr spezifisch für das Uf-RTP1p Antigen, da ein 

Fluoreszenzsignal mit Belichtungszeiten unter 2 sec detektiert wurde, wohingegen in 

U. striatus infizierten Zellen nur eine schwache Hintergrundfluoreszenz bei Belichtungszeiten 

von über 5 sec registriert wurde (Abbildung 3-8) . Mit S746p wurde in U. fabae infizierten 

Zellen ein sehr starkes, leicht granuläres Fluoreszenz-Signal in der EHM sowie im Cyto-

plasma um das Haustorium detektiert. Die stärkste Intensität zeigte hierbei das Cytoplasma in 

Bereichen zwischen Haustorien und assoziierten pflanzlichen Zellkernen. In diesen Zell-

kernen lag das Uf-RTP1p-Signal häufig in einer graduellen Verteilung vor (vgl. 3.2.4). Das 

Signal-Maximum innerhalb der Zellkerne befand sich stets auf der Haustorien zugewandten 

Seite, wohingegen das Signalminimum auf der Haustorien abgewandten Seite lag. 

S844p erwies sich als äquivalent zu S746p bei der Detektion von Uf-RTP1p. Im Gegensatz zu 

S746p zeigte S844p jedoch ein deutliches Signal bei der Lokalisation von Us-RTP1p und 

erlaubte so den direkten Vergleich beider Systeme. Die stärkste Fluoreszenz wurde in beiden 

Pathosystemen in der EHM sowie im Cytoplasma um das Haustorium detektiert. Diese 

Lokalisation spricht für die Bedeutung dieser beiden Kompartimente als mögliche 

funktionelle Zielkompartimente von RTP1p. Im Vergleich zwischen Uf-RTP1p und Us-

RTP1p wurde in Kernen, welche an U. striatus Haustorien assoziiert waren, deutlich seltener 

Signale detektiert als in Kernen welche eine Assoziation an U. fabae Haustorien zeigten (vgl. 

3.2.4). 

Ein gereinigtes Antiserum gegen das Us-RTP1p Antigen (S849p) erwies sich in der Cytologie 

als sehr spezifisch für Us-RTP1p in planta. Während S849p nur ein schwaches Signal in der 

extrahaustoriellen Matrix im Pathosystem U. fabae – V. faba und kein Signal im Cytoplasma 

oder pflanzlichen Zellkern zeigte, wurde auch mit diesem Serum Us-RTP1p in granulärer 

Verteilung in der extrahaustoriellen Matrix sowie im Cytoplasma um das Haustorium 

detektiert. Obwohl S849p für das Us-RTP1p Antigen äquivalente Signalstärken wie S746p 
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oder S844p für das Uf-RTP1p Antigen lieferte, konnte nur in wenigen Fällen ein Signal im 

Zellkern nachgewiesen werden (vgl. 3.2.4), was somit die Ergebnisse mit S844p bestätigt. 

 

 
Abbildung 3-8 Vergleich der Lokalisation von RTP1p im Pathosystem U. fabae auf V. faba und U. striatus 
auf M. sativa mit den Antikörpern S746p, S844p und S849p. 
S746p weist eine hohe Spezifität gegenüber Uf-RTP1p und eine nur geringe Hintergrundfluoreszenz bei 
U. striatus infizierten Zellen auf.  
S844p erlaubt sowohl den Nachweis von Uf-RTP1p als auch Us-RTP1p in planta. 
S849p zeigt ein schwaches Matrixsignal bei U. fabae Haustorien und ein starkes Signal bei der Detektion von 
Us-RTP1p in infizierten Zellen. 
H: Haustorium, N: Zellkern (Nucleus) (Balken: U. fabae auf V. faba = 5 µm; U. striatus auf M. sativa = 2 µm). 
 

Als zusätzliche Kontrolle zu der Verwendung verschiedener Pathosysteme, wurde jeder Anti-

körper durch einen zuvor an den Proben durchgeführten Proteinase K-Verdau getestet. Alle 

Antikörper zeigten nach dieser Kontrolle keine Signale im Cytoplasma und nur bei der Ver-

wendung von S849p konnte ein schwaches Restsignal in der extrahaustoriellen Matrix 

detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Eine Deglykosylierung durch Natriumperiodat zeigte 
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keinen Einfluss auf die Signale. Diese Kontrollen zeigen, dass alle Antikörper spezifisch an 

Proteine binden und nicht mit pflanzlichen oder pilzlichen Zellwandbestandteilen oder Meta-

boliten wechselwirken. 

 

Die vergleichenden Analysen zeigen, dass eine hohe Konzentration von RTP1p in der 

extrahaustoriellen Matrix vorhanden sein muss. In beiden Pathosystemen wurde hier die 

höchste Signalintensität erreicht. Dass es sich hierbei nicht um Artefakte durch unspezifische 

Bindungen der Antikörper an andere Proteine oder Zuckerreste handelt, zeigt neben den oben 

beschriebenen Kontrollen, die Spezifität der Signale bei den artspezifischen Antikörpern 

S746p und S849p. 

Dasselbe gilt auch für die Lokalisation von RTP1p im Cytoplasma. Auch dies konnte in 

beiden Pathosystemen, mit allen drei Antikörpern beobachtet werden. Aufgrund der Stärke 

und Häufigkeit des Signals, scheint weniger RTP1p im Cytoplasma als in der Matrix vorzu-

liegen was, wie die graduelle Verteilung zeigt, eine Ursache des ungleich größeren 

Kompartiments sein könnte. 

Unterschiede zwischen beiden Pathosystemen konnten nur bei der Häufigkeit der Lokalisation 

im pflanzlichen Zellkern beobachtet werden. Während Uf-RTP1p regelmäßig im Zellkern 

infizierter Zellen beobachtet wurde, war dies für Us-RTP1p sowohl mit S844p als auch S849p 

nur selten zu beobachten (vgl. 3.2.4). 

Mit keinem der Antikörper und in keinem Pathosystem konnte RTP1p in der pflanzlichen 

Vakuole nachgewiesen werden. 

Es können somit drei, für RTP1p wichtige Kompartimente mit abnehmender Signalstärke 

unterschieden werden: extrahaustorielle Matrix, pflanzliches Cytoplasma und pflanzlicher 

Zellkern. 

3.2.2 Lokalisation von Uf-RTP1p und Us-RTP1p in der extrahaustoriellen 
Matrix 

Analysen zur lateralen Verteilung von Uf-RTP1p im haustoriellen Komplex ergaben, dass 

RTP1p in hohen Konzentrationen in der extrahaustoriellen Matrix, nicht jedoch in der 

Haustorienmutterzelle vorliegt. Das Signal endet zwischen den beiden Infektionsstrukturen 

mit einer scharfen Abgrenzung im Bereich des haustorien Halses. Während die Bereiche des 

nicht im Wachstum befindlichen Haustorienkörpers, in fluoreszenzmikroskopischen Analysen 

ein homogenes Signal in der extrahaustoriellen Matrix aufweisen, wurde an den haustoriellen 

Wachstumsspitzen nur ein schwaches Signal detektiert (Abbildung 3-9 A). 
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Abbildung 3-9 Verteilung und Struktur von RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix von U. fabae. 
A, Die Immunofluoreszenzanalyse von Uf-RTP1p an Totalpräparaten im Blatt zeigt, dass Uf-RTP1p vor allem in 
alten Teilen des Haustoriums (H) in der extrahaustoriellen Matrix, nicht jedoch in der Wachstumsspitze ein 
Signal zeigt (Stern). Eine sehr scharfe Grenze ist am Hals des Haustoriums zu beobachten (eingekästelter 
Bereich; die vergrößerte Ansicht eines entsprechenden Bereichs ist in B abgebildet), der das Haustorium mit der 
extrazellulären Haustorienmutterzelle (HM) und den Interzellularhyphen (IH) verbindet. Der erhöhte Kontrast 
sowie die erweiterte Tiefenschärfe der Darstellung wurde mithilfe des ApoTomes (Zeiss GmbH, Göttingen) 
erhalten. 
B, Immunogoldmarkierungen am Hals eines isolierten Haustoriums (Pfeile) zeigten, dass der Halsring (R) eine 
scharfe Grenze für die Ausbreitung von Uf-RTP1p darstellt. 
C, Fortsätze der extrahaustoriellen Matrix mit teilweise starkem Uf-RTP1p Signal. 
D, Perlschnurartig aneinander gereihte Immunogoldsignale auf der Oberfläche der extrahaustoriellen Matrix 
isolierter Haustorien. Das kleine Bild zeigt eine filamentartige Struktur mit Immunogoldmarkierung. 
Als primärer Antikörper wurde in allen dargestellten Proben S844p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-
Kaninchen-Antikörper waren in A mit Alexa Fluor 488; in B und C mit 10 nm Gold und in D mit 6 nm Gold 
markiert (Balken: A = 2 µm; B = 100 nm; C = 20 nm; D = 50 nm; kleines Bild = 20 nm). 
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Für immunoelektronenmikroskopische Analysen der extrahaustoriellen Matrix an Total-

präparaten, wurden Haustorien nach einer Methode von Hahn und Mendgen (1992) isoliert. 

Aufgrund der Präparationstechnik wird bei der Isolation die extrahaustorielle Membran ent-

fernt, so dass Analysen des äußeren Bereichs der Matrix ermöglicht wurden, ohne dass eine 

Permeabilisierung mit Detergentien für die Immunolokalisation durchgeführt werden musste 

(Abbildung 3-1 B, C und D). Der in diesen Totalpräparaten elektronenmikroskopisch 

analysierbare Bereich, entsprach damit dem Elektronen transparenten Bereich in dem RTP1p 

in der Matrix lokalisiert wurde (vgl. 3.1). 

An diesen Präparaten durchgeführte Analysen ergaben, dass die scharfe Grenze der 

Lokalisation von RTP1p am Haustorienhals mit der Lokalisation des Halsrings korreliert 

(Abbildung 3-9 C). Während die Matrix auf der Haustorien zugewandten Seite zahlreiche 

Immunogoldmarkierungen aufwies, wurden nach dem Halsring, auf der Haustorien 

abgewandten Seite, keine Signale detektiert. 

Weitere Analysen des äußeren Bereichs der Matrix zeigten, dass die Oberfläche häufig Fort-

sätze mit einem Durchmesser von ca. 50 bis 100 nm und einer Höhe von 150 bis 200 nm 

aufwies (Abbildung 3-9 B). Ob und wie diese Fortsätze mit den Einstülpungen der 

extrahaustoriellen Membran in Verbindung stehen (siehe 3.1.1), konnte nicht eindeutig 

geklärt werden. Bei der Lokalisation von RTP1p zeigten diese Fortsätze jedoch ein starkes 

Immunogoldsignal an ihren Enden, vergleichbar dem Signal in Einstülpungen nach Tiefätzen 

(vgl. Abbildung 3-2 D). 

Auch in Bereichen der Matrix ohne Fortsätze wurden Immunogoldsignale detektiert. Hier 

wiesen die Signale häufig eine perlschnurartige Anordnung auf (Abbildung 3-9 D). Nur bei 

stärkerer Vergrößerung, in kontrastreichen Bereichen, wurden entlang der Goldkörner 

filamentartige Strukturen sichtbar (Abbildung 3-9 D, kleines Bild). 

 

Die Ergebnisse zeigen eine inhomogene Verteilung von Uf-RTP1p innerhalb der 

extrahaustoriellen Matrix. Während die Wachstumsspitze und somit die jüngeren Bereiche 

des Haustoriums kein Uf-RTP1p enthalten, reichert es sich in den älteren Bereichen an. Die 

Ausbreitung von Uf-RTP1p in die Zellwandmatrix der Haustorienmutterzelle oder den 

Apoplast, wird durch den Halsring begrenzt. 

In der extrahaustoriellen Matrix selbst wurden zwei Formen der Lokalisation von Uf-RTP1p 

unterschieden: eine Lokalisation von Uf-RTP1p an ca. 50 auf 100 nm großen Fortsätzen oder 

an ca. 5 bis 10 nm dicken Filamenten. Unklar bleibt hierbei, ob RTP1p an Filamente 

assoziiert vorliegt oder selbst die Filamente bildet (vgl. Aggregation von RTP1p 3.3.3). 
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3.2.3 Lokalisation von RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma 

Neben der extrahaustoriellen Matrix stellt das pflanzliche Cytoplasma, bezogen auf die 

Signalstärke, das zweitwichtigste Kompartiment für RTP1p dar. Wie in den bereits be-

schriebenen fluoreszenzmikroskopischen Studien (vgl. 3.2.1), so wurde auch in elektronen-

mikroskopischen Analysen gezeigt, dass sowohl Us-RTP1p als auch Uf-RTP1p das stärkste 

Signal im Cytoplasma zwischen der extrahaustoriellen Matrix und nahe assoziierten 

Organellen aufweist (Abbildung 3-10 Pfeile). Während in Serienschnitten der Matrix häufig 

punktuell starke Zusammenlagerungen von RTP1p beobachtet wurden, die sich durch 

mehrere Schnitte hindurch zogen (Abbildung 3-10 Stern), zeigten die Signale im Cytoplasma 

keine eindeutige Lokalisation innerhalb der Serien. Diese uneinheitliche Lokalisation kann 

entweder durch frei im Cytoplasma vorliegendes Protein oder durch sehr dünne Strukturen 

 

 
Abbildung 3-10 Akkumulation von Us-RTP1p an Kontaktstellen der extrahaustoriellen Matrix (EHM) 
mit pflanzlichen Organellen. 
A, B, C und D zeigen eine Schnittserie durch eine Kontaktstelle zwischen einem Chloroplasten (CH) und der 
extrahaustoriellen Matrix (EHM). In allen Schnitten ist die Lokalisation von Us-RTP1p im Cytoplasma zu 
erkennen (Pfeile). Eine Akkumulation von Us-RTP1p kann in dem Bereich der extrahaustoriellen Matrix 
beobachtet werden, der dem Chloroplasten am nächsten ist (Sterne in B, C und D). 
Als primäre Antikörper wurde S849p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper waren mit 
6 nm Gold markiert (Balken: 100 nm). H: Haustorium. 
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wie z.B. Filamente bedingt sein, die nicht geordnet in alle drei Raumrichtungen verlaufen. Bei 

der verwendeten Schnittdicke zwischen 50 und 70 nm können dünne Filamente, welche weder 

senkrecht zur Schnittebene laufen, noch in großer Anzahl auftreten, in den Serienschnitten 

nicht immunocytologisch aufgelöst werden. Der Grund hierfür liegt darin begründet, dass die 

im Harz eingebetteten antigenen Strukturen nur unmittelbar an den Schnittflächen für Anti-

körper zugänglich sind. 

Um dieses Problem zu lösen, wurde für die Immunoelektronenmikroskopie eine spezielle 

Tiefätztechnik mit anschließender Negativkontrastierung etabliert, die die Analyse von 

Filamenten im Cytoplasma ermöglicht (siehe Material und Methoden 2.8). 

 

 
Abbildung 3-11 Immunocytologischer Nachweis von Uf-RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma nach 
Tiefätzen 
A, Übersicht über pflanzliches Cytoplasma (PC) in einem Bereich zwischen extrahaustorieller Matrix (EHM) 
und einem pflanzlichen Chloroplasten (CH). Im Cytoplasma sind lang gestreckte Mikrofilamente (MF) sowie 
Immunogoldsignale (schwarze Pfeile) zu erkennen. 
B, Die Vergrößerte Darstellung des in A eingekästelten Bereichs zeigt eine perlschnurartige Anordnung der 
Immunogoldsignale im Cytoplasma (weiße Pfeile). 
C, Stark vergrößerter Bereich aus dem Cytoplasma mit Immunogoldsignalen und filamentartigen Strukturen 
(Dreiecke). 
Als primärer Antikörper wurde S844p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper waren mit 
6 nm Gold markiert (Balken: A = 200 nm; B = 50 nm; C = 20 nm). 
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Mit dieser Methode konnten Strukturen im Cytoplasma sichtbar gemacht werden, die in den 

konventionell in Epoxidharz eingebetteten und nach Reynolds (1963) kontrastierten Proben 

nicht sichtbar waren. 

Im Cytoplasma zwischen pflanzlichen Organellen und der extrahaustoriellen Matrix wurden 

so Mikrofilamente der Pflanze sowie Immunogoldsignale von Uf-RTP1p detektiert 

(Abbildung 3-11). Wie bereits in der extrahaustoriellen Matrix (3.2.2), zeigten die 

Immunogoldsignale meist eine perlschnurartige Aneinanderreihung. Diese in Reihen 

angeordneten Signale konnten sowohl frei im Cytoplasma als auch unmittelbar an den pflanz-

lichen Mikrofilamenten detektiert werden. Bei stärkerer Vergrößerung immunogoldmarkierter 

Bereiche, wurden filamentartige Strukturen mit einer Dicke von 2 bis 5 nm erkennbar. 
 

Die Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma zwischen 

der extrahaustoriellen Membran und pflanzlichen Organellen nicht frei als Monomer 

diffundiert, sondern an Filamente assoziiert oder selbst als Filament vorliegt. Diese Filamente 

treten in dichtem Kontakt mit pflanzlichen Mikrofilamenten auf. 

3.2.4 Lokalisation von Uf-RTP1p und Us-RTP1p im pflanzlichen Zellkern 

Da in vorangegangenen Arbeiten eine Lokalisation von Uf-RTP1p im pflanzlichen Zellkern 

beschrieben worden war (Hempel, 2005), in der hier vorliegenden Arbeit jedoch nicht bei 

allen Interaktionen ein Signal im pflanzlichen Zellkern detektierbar war (Abbildung 3-12), 

wurde zunächst anhand statistischer Auswertungen die Bedeutung dieser Beobachtung 

bewertet (Abbildung 3-13). Von besonderem Interesse war hierbei der Vergleich zwischen 

Uf-RTP1p und Us-RTP1p. 

Bei immunocytologischen Analysen mit S746p und S844p konnte bei mehr als 60% aller 

pflanzlichen Zellkerne, welche mit Haustorien assoziiert waren, Uf-RTP1p nachgewiesen 

werden (Abbildung 3-13, schraffierte Säulen). Bei der Auswertung wurde die Intensität des 

im Kern verlaufenden Gradienten nicht berücksichtigt, da diese offensichtlich mit dem Ent-

wicklungszustand der Interaktion korrelierte (vgl. 3.2.5). Innerhalb der Nucleoli wurde in 

keinem der beobachteten pflanzlichen Zellkerne ein Signal nachgewiesen, auch wenn das 

Nucleoplasma starke Uf-RTP1p Signale aufwies (Abbildung 3-12A). 

Bei einer Infektion von U. striatus auf M. sativa wurde sowohl mit S844p als auch mit S849p 

nur in ca. 20% aller pflanzlichen Zellkerne, welche mit einem Haustorium assoziiert waren, 

ein Signal detektiert (Abbildung 3-13, weiße Säulen). Im Cytoplasma um den Zellkern herum, 

war jedoch wie in U. fabae infizierten Zellen ein starkes Fluoreszenzsignal zu erkennen 

(Abbildung 3-12B). 
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Abbildung 3-12 Vergleich der Kernlokalisation von RTP1p 10 Tage nach Infektion. 
A, Übersichtsbild der Lokalisation von Uf-RTP1p in V. faba Parenchymzellen nach Infektion mit U. fabae. Ein 
Signal im Zellkern kann nur detektiert werden, wenn der Kern dicht mit einem Haustorium assoziiert ist. In nicht 
infizierten Zellen kann kein Signal detektiert werden. Das kleine Bild zeigt eine infizierte Zelle mit einem 
pflanzlichen Zellkern (N), der in dichtem Kontakt mit einem Haustorium (H) steht. Während der Zellkern ein 
graduelles Signal aufweist, kann im Nucleolus (NU) kein Uf-RTP1p detektiert werden. 
B, Übersichtsbild der Lokalisation von Us-RTP1p in M. sativa Parenchymzellen nach Infektion mit U. striatus. 
Us-RTP1p ist auch hier nur in infizierten Zellen nachweisbar. Das kleine Bild zeigt einen pflanzlichen Zellkern 
(N) der dicht mit einem Haustorium (H) assoziiert ist, jedoch kein Signal aufweist. 
Als primärer Antikörper wurde für A, S844p und für B, S849p verwendet. Als sekundärer Antikörper wurde in 
beiden Fällen ein Cy3 markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper eingesetzt (Balken: A = 10 µm; kleines Bild 
= 5 µm; B = 4 µm; kleines Bild = 1 µm). 

 

 
Abbildung 3-13 Vergleich der Lokalisation von Us-RTP1p (S849p) und Uf-RTP1p (S844p) im pflanzlichen 
Zellkern 
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Der Vergleich der Kernlokalisation von RTP1p in den beiden Pathosystemen U. faba auf 

V. faba sowie U. striatus auf M. sativa zeigt, dass es sich bei der Lokalisation von RTP1p 

offensichtlich nicht um eine aktive Aufnahme in den pflanzlichen Zellkern handelt. Obwohl 

Uf-RTP1p und Us-RTP1p nahezu gleich groß sind (siehe Anhang sowie die Arbeit von 

Kemen (2006)), ist Uf-RTP1p offensichtlich in der Lage durch Diffusion oder einen anderen 

Mechanismus in den Zellkern zu gelangen, Us-RTP1p hingegen nicht. 

3.2.5 Lokalisation von Uf-RTP1p im dynamischen Prozess der 
Interaktion zwischen Pflanze und Pilz 

3.2.5.1 In vivo Analyse infizierter pflanzlicher Zellen 
Um die Differenzierung des Pilzes innerhalb der Wirtszelle sowie die daraus resultierenden 

Auswirkungen auf die Cyclose und die Positionierung pflanzlicher Organellen zu studieren, 

wurden Langzeitbeobachtungen an lebenden Zellen vorgenommen. Hierfür wurden infizierte 

Blätter mit Nährlösung infiltriert und die Infektionsstrukturen für 24 bis 48 h beobachtet. 

Der intrazelluläre Entwicklungszustand der Interaktion zwischen Pilz und Pflanze wurde 

aufgrund dieser Studien in die drei Stadien A, B und C unterteilt: 

Tabelle 3-1 Stadien der intrazellulären Interaktion zwischen Pilz und Pflanze aufgrund von Lebend-
beobachtungen 

Charakteristika in der Lebendbeobachtung Stadium 
Morphologie des Haustoriums Einfluss auf die Wirtszelle 

A Kleines rundes Haustorium von 
ca. 1 bis 6 µm Durchmesser 

Keine Beeinflussung der Cyclose oder der 
Cytoplasmabewegungen 

B Längliches, hyphenförmiges 
Haustorium mit einem Durch-
messer von 3 bis 6 µm und einer 
Länge bis 10 µm 

Der pflanzliche Zellkern befindet sich in 
unmittelbarer Nähe des Haustoriums, verein-
zelt kommt es am haustoriellen Komplex zur 
Akkumulation von Chloroplasten  

C Gelapptes Haustorium, die 
einzelnen Auslappungen weisen 
Durchmesser von 3 bis 5 µm 
und Längen zwischen 10 und 
15 µm auf. 

Der pflanzliche Zellkern ist dicht mit dem 
Haustorium assoziiert, Chloroplasten akku-
mulieren um den Komplex aus Haustorium 
und Zellkern, die Cyclose kommt zum 
erliegen. 
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Abbildung 3-14 Lebend-Zell-Mikroskopie der Differenzierung von U. fabae Haustorien in Parenchym-
zellen von Vicia faba. 
Aus Langzeitbeobachtungen wurden Bildsequenzen ausgewählt die jeweils charakteristische Abschnitte eines 
Entwicklungszustandes (tA, tB und tC) widerspiegeln.  
tA, Frühes undifferenziertes Haustorium (H) wenige Stunden nach der Penetration in die Wirtszelle. Die Cyclose 
zeigt keine Beeinflussung durch die Anwesenheit des Pilzes in der Zelle. Sowohl Chloroplasten (tA = 0min) als 
auch der pflanzliche Zellkern (N) (tA = 45min) passieren ungehindert die Penetrationsstelle. Zu beobachten sind 
Cytoplasmastränge (CS) die durch die Vakuole zum Haustorium ziehen (tA = 1h 20min) sowie Cytoplasma-
aggregate um das junge Haustorium herum (tA = 3h 20min). 
tB, Haustorium mit beginnendem Längenwachstum. Der Kern ist in nahem Kontakt zum Haustorium und 
umrundet dieses. In diesem Stadium werden Chloroplasten beim Passieren der Penetrationsstelle in ihrer Cyclose 
behindert was zu einer erhöhten Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Chloroplasten am Haustorium führt. 
tC, In späten Stadien akkumulieren die Chloroplasten am Haustorium und die Cyclose kommt zunehmend zum 
Erliegen. Der Zellkern wandert nur noch langsam um das Haustorium und zeigt eine enge Assoziation mit 
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diesem. Diese Assoziation führt zur Verformung des Zellkerns durch Cytoplasmaströmungen (tC = 44 min, 
1 h 04 min und 3 h 20 min) (Balken: tA, tB und tC = 2 µm). 
 

In Stadium A, ca. 1 bis 2 h nach Penetration in die Wirtszelle, ließ sich kein Einfluss des 

Haustoriums auf die Cyclose oder die Cytoplasmabewegung in der Zelle nachweisen 

(Abbildung 3-14 tA). Alle lichtmikroskopisch erkennbaren Organellen wie Chloroplasten, 

Mitochondrien und Zellkern zeigten die gleiche Verteilung wie in nicht infizierten Zellen. Das 

Haustorium selbst wies eine runde Wuchsform mit einem kontinuierlich zunehmenden 

Durchmesser von ca. 1 bis 6 µm Größe auf. 

In Stadium B, welches nach ca. 24 h beobachtet wurde, differenzierte das Haustorium einen 

Wachstumspol aus und ein hyphenähnliches Längenwachstum in der Wirtszelle begann 

(Abbildung 3-14 tB). In diesem Stadium wurde der pflanzliche Zellkern meist in unmittelbarer 

Nähe des haustoriellen Wachstumspols aufgefunden. Vereinzelt kam es in diesem Stadium 

zur Akkumulation von Chloroplasten am Hals des Haustoriums und somit zu lokalen 

Störungen der Cyclose. 

In Stadium C, wies das Haustorium einen stark verzweigten Wuchs innerhalb der Wirtszelle 

auf. Der Haustorienkörper erhielt hierdurch eine gelappte Morphologie. In diesem Stadium 

akkumulierten die Chloroplasten um das Haustorium (Abbildung 3-14 tC). Der Kern wanderte 

um das Haustorium herum, schien jedoch mit diesem fest verbunden zu sein. Besonders 

auffällig wurde dies, wenn weitere Penetrationsvorgänge in dieselbe Zelle stattfanden und der 

Zellkern sich zwischen zwei Haustorien spannte ohne das Haustorium, welches die Zelle zu 

erst besiedelt hatte verlassen zu können (Daten nicht gezeigt). 

Ein besonderes Merkmal von Stadium C war zudem, dass nach Etablierung des ersten 

Haustoriums bis zu vier weitere Infektionen und damit auch Haustorien in einer pflanzlichen 

Zelle beobachtet wurden. Zellen mit nur einer Infektion waren in diesem Stadium selten zu 

beobachten (Daten nicht gezeigt). 

Während größere Organellen wie Chloroplasten und Zellkern eine starke Beeinflussung durch 

die Infektion zeigten, wurde bei den Cytoplasmaströmungen und der Bewegung kleinerer 

Organellen, wie Mitochondrien und Peroxysomen welche lichtmikroskopisch nicht weiter 

unterschieden werden konnten, keine Veränderungen beobachtet. 

 

Die Lebendbeobachtung von Haustorien zeigte, dass die Differenzierung des Haustoriums mit 

Veränderungen in der pflanzlichen Wirtszelle einhergeht. Mit zunehmendem Wachstum des 

Haustoriums wird die Cyclose der Pflanzenzelle blockiert, bis es zu einem Stillstand und der 

kompletten Lähmung der Cyclose infizierter Zellen kommt. 
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3.2.5.2 Einfluss des haustoriellen Entwicklungsstadiums auf die Lokalisation von 
Uf-RTP1p 

Wie in 3.2.5.1 ermittelt wurde, beeinflusst der Entwicklungszustand des Haustoriums stark 

die Lokalisation pflanzlicher Organellen. Aufgrund dieser Beobachtung wurde die Verteilung 

von Uf-RTP1p in den verschiedenen Entwicklungsstadien mithilfe immunocytologischer 

Studien an Semidünnschnitten analysiert (Tabelle 3-2, Abbildung 3-15). Während die Stadien 

A, B und C direkt den Stadien der Lebendbeobachtung zugeordnet wurden, konnten die 

Stadien D, E und F nur in Schnittpräparaten analysiert werden. Der Grund für die fehlende 

Analyse von D, E und F in den Lebendbeobachtungen lag darin begründet, dass diese sehr 

späten Stadien der Infektion nur in stark von Pilz durchwachsenen Blattgeweben, unterhalb 

von Sporenlagern zu finden waren. In diesen Bereichen, 10 bis 14 Tage nach Infektion, 

konnten bereits sklerotische sowie nekrotische Zellen beobachtet werden. Vor allem die 

Sporenlager machten hier eine Infiltration von Nährmedium unmöglich. Wegen der in den 

Zwischenräumen enthaltenen Luft, welche eine starke Lichtbrechung verursacht, konnten 

keine Lebendbeobachtungen im Gewebe durchgeführt werden. 

Tabelle 3-2 Lokalisation von Uf-RTP1p in Stadien der intrazellulären Interaktion zwischen Pilz und 
Pflanze, analysiert an Schnittpräparaten. 

Charakteristika in Schnittpräparaten 

Stadium Morphologie des 
Haustoriums* 

Morphologische 
Besonderheiten der 

Wirtszelle 

Immunofluoreszenzsignal

A Kleines, rundes Haus-
torium (von ca. 1 bis 
5 µm Durchmesser) 

Kein Einfluss auf die 
Zelle erkennbar. 

Ein Signal ist nur in der 
extrahaustoriellen Matrix 
detektierbar 

B Längliches, gestreckt 
erscheinendes Haus-
torium mit einem 
Durchmesser von 2 bis 
4 µm sowie einer 
Länge bis ca. 10 µm. 

Der pflanzliche Zellkern 
befindet sich in unmittel-
barerer Nähe zum Haus-
torium. Vereinzelt akku-
mulieren Chloroplasten 
am Haustorium, was zu 
einer Ungleichverteilung 
im Cytoplasma führt.  

Ein Signal ist in der Matrix 
und im Cytoplasma um das 
Haustorium detektierbar. 

C Das Haustorium ist 
stark gelappt, die 
verzweigten hyphen-
förmigen Fortsätze 
erstrecken sich 10 bis 
15 µm in das Cyto-
plasma. Die Dicke der 
Fortsätze beträgt 2 bis 
3 µm. 

Das Haustorium um-
schließt eng den Zellkern 
und dieser scheint die 
Fortsätze des Haustoriums 
zu umschließen. Chloro-
plasten akkumulieren am 
Haustorium-Kern-
Komplex und es entstehen 
große chloroplastenfreie 
Bereiche. 
 

Ein Signal kann in der 
Matrix, im Cytoplasma 
und im Zellkern der in-
fizierten Zelle detektiert 
werden. 
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D Wie Stadium C, 
jedoch mit weiter zu-
nehmender Verzwei-
gung der haustoriellen 
Fortsätze und zu-
nehmender Vakuo-
lisierung des Haus-
toriums 

Wie Stadium C, jedoch 
nimmt die Vakuolisierung 
der Zelle zu. 

Neben der extrahaus-
toriellen Matrix zeigt das 
gesamte Cytoplasma sowie 
das Nucleoplasma ein 
starkes Signal. 

E Wie Stadium D. Der Zellkern zeigt An-
zeichen von Degradation, 
das gesamte Cytoplasma 
sowie alle Organellen 
akkumulieren um das 
Haustorium. 

Ein Immunofluoreszenz-
signal ist in der Matrix 
sowie einheitlich im 
gesamten Cytoplasma und 
in den Organellen wie z. B. 
den Chloroplasten zu 
finden. 

F Wie Stadium C und D. Ein strukturierter Zellkern 
ist nicht mehr nachweis-
bar, die Vakuole zerfällt 
in kleinere Vakuolen 

Das Signal füllt die 
gesamte Zelle mit Aus-
nahme der Vakuolen aus. 

* Aufgrund von Schrumpfungen bei der Fixierung und Entwässerung, unterscheiden sich die Größen der 
Schnittpräparate etwas von den Größen, welche bei der Lebendbetrachtung (Tabelle 3-1) ermittelt wurden. 
 

Stadium A wurde in Schnitten durch eine gleichmäßige Verteilung der Chloroplasten und 

einem runden Haustorium von ca. 1 bis 5 µm Durchmesser identifiziert, wobei der pflanzliche 

Zellkern keinen Kontakt mit dem Haustorium aufwies (Abbildung 3-15 A). In diesem 

Stadium wurde Uf-RTP1p nur in der extrahaustoriellen Matrix nachgewiesen, wobei das 

Signal eine geringe Intensität aufwies. 

Stadium B wurde aufgrund der länglichen Morphologie des Haustorienkörpers sowie verein-

zelter, am Haustorium akkumulierter Chloroplasten identifiziert. Mit der Akkumulation 

wurden chloroplastenfreie Bereiche und größere Abstände zwischen den Chloroplasten 

erkennbar. Hinzu kam, dass in den Schnitten mit Infektionen dieses Stadiums, der Kern meist 

in nahem Kontakt zum Haustorium gefunden wurde (Abbildung 3-15 B). Das Uf-RTP1p-

Immunofluoreszenzsignal wurde auch in diesem Stadium in der extrahaustoriellen Matrix 

lokalisiert, hinzu kam jedoch ein Signal im pflanzlichen Cytoplasma, in direkter Umgebung 

des Haustoriums. 

Stadium C wurde durch den verzweigten Wuchs des Haustoriums sowie die Akkumulation 

der Chloroplasten am Haustorium identifiziert. Im übrigen Cytoplasma wurden große, chloro-

plastenfreie Bereiche sichtbar. In Stadium C schien der Kern von den verzweigten Fortsätzen 

des Haustoriums umschlossen zu werden, wobei sich der Kern seinerseits um die Ver-

zweigungen des Haustoriums zu winden schien (Abbildung 3-15 C). Auch in diesem Stadium 
konnte Uf-RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix und mit stärkerem Signal im pflanzlichen 
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Abbildung 3-15 Immunocytologischer Nachweis von Uf-RTP1p in verschiedenen Entwicklungsstadien der 
Interaktion zwischen U. fabae und V. faba.  
A, In frühen Stadien der haustoriellen Entwicklung ist Uf-RTP1p auf die extrahaustorielle Matrix der kleinen 
runden Haustorien begrenzt.  
B, Wenn das Haustorium in eine Phase mit Längenwachstum über geht, kann Uf-RTP1p nicht nur in der 
extrahaustorielle Matrix sondern auch im Cytoplasma um das Haustorium herum lokalisiert werden. In diesem 
Stadium zeigen die Chloroplasten eine ungleichmäßige Verteilung im Cytoplasma, (Pfeil) was mit einer 
Akkumulation von Chloroplasten am Haustorium einhergeht. 
C, Im Stadium mit verzweigtem Wachstum des Haustoriums und starker Assoziation des pflanzlichen Zellkerns 
an das Haustorium, ist Uf-RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix, im pflanzlichen Cytoplasma und im 
pflanzlichen Zellkern zu finden. In diesem Stadium können große Chloroplasten-freie Bereiche im Cytoplasma 
(Pfeile) gefunden werden, da sich zahlreiche Chloroplasten um den Haustorium-Kern-Komplex herum anlagern. 
D, In späten Stadien füllt Uf-RTP1p die gesamte Zelle mit Ausnahme der Vakuole aus. In diesem Stadium zeigt 
der gesamte Zellkern und zahlreiche Chloroplasten ein deutliches Immunosignal. 
E, In Stadien, in denen eine beginnende Desintegration des pflanzlichen Zellkerns zu beobachten ist, 
akkumuliert das gesamte pflanzliche Cytoplasma mit allen pflanzlichen Organellen um das stark verzweigte 
Haustorium. Organellen und Cytoplasma zeigen hier ein starkes Immunosignal. 
F, Nach kompletter Desintegration des pflanzlichen Zellkerns beginnt sich die Vakuole in zahlreiche, kleinere 
Vakuolen aufzuteilen, wobei Uf-RTP1p auch in den Bereichen zwischen diesen Vakuolen lokalisiert ist. 
NU: Kernfärbung mit bisBenzimid und Hintergrundfärbung mit DIOC6(3). IM: Differenzial-Interferenzkontrast 
überlagert mit Immunofluoreszenzsignalen, wobei als primärer Antikörper S844p und als sekundärer ein Cy3 
markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper verwendet wurde. H: Haustorium, N: Nucleus 
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Cytoplasma detektiert werden. Hinzu kam in diesem Stadium die graduelle Lokalisation im 

pflanzlichen Zellkern. 

Stadium D zeigte morphologisch eine große Ähnlichkeit zu C, unterschied sich jedoch durch 

eine stärkere Verzweigung der Haustorien sowie einer zunehmenden Vakuolisierung der 

Haustorien (Abbildung 3-15 D), die sich in den Stadien E und F fortsetzte. Deutlich wurde der 

Unterschied zwischen Stadium C und D bei der Betrachtung der Lokalisation von Uf-RTP1p. 

Nahezu das gesamte Cytoplasma sowie das Nucleoplasma wiesen ein starkes Uf-RTP1p 

Signal auf. 

Die Identifikation von Stadium E wurde möglich, da alle pflanzlichen Organellen sowie das 

pflanzliche Cytoplasma, um das verzweigte Haustorium herum angeordnet waren (Abbildung 

3-15 E). Die gesamte Zelle mit Ausnahme der Vakuole zeigte ein ausgeprägtes Uf-RTP1p 

Signal. In diesem Stadium wurde mithilfe der bisBenzimid-Färbung eine Degradation des 

pflanzlichen Zellkerns beobachtet.  

In Stadium F wurde auch in Serienschnitten kein strukturierter Zellkern identifiziert. 

Uf-RTP1p füllte hier die gesamte Zelle mit Ausnahme der pflanzlichen Vakuole aus, die sich 

in diesem Stadium in zahlreiche kleinere Vakuolen aufteilte (Abbildung 3-15 F). Ausläufer 

des Haustoriums durchzogen die gesamte Zelle. 

 

Die Lokalisationsstudien zeigen die Abhängigkeit der Lokalisation von Uf-RTP1p, vom Ent-

wicklungszustand der Interaktion zwischen Pilz und Pflanze. Je weiter die Interaktion fort-

schreitet und die Cyclose der Pflanze zum erliegen kommt, desto mehr Uf-RTP1p kann in der 

pflanzlichen Zelle lokalisiert werden. 

 

Wie Uf-RTP1p, so wurden auch zwei weitere Proteine, PIG5p und PIG15p, in den Stadien A, 

B und C lokalisiert, um den Einfluss der haustoriellen Differenzierung auf die Verteilung 

dieser Proteine zu analysieren und mit RTP1p zu vergleichen. Für PIG5p war bereits bekannt, 

dass es zwar ein potenzielles Sekretionssignal enthält aber nur im Haustorium lokalisiert vor-

liegt, wohingegen PIG15p im Haustorium und in der extrahaustoriellen Matrix (EHM) 

lokalisiert werden konnte (Hempel, 2005).  

Für den zeitlichen Verlauf der Lokalisation von PIG5p wurde gezeigt, dass das Signal von 

Stadium A nach Stadium C kontinuierlich im Haustorium zunahm. In keinem der Stadien 

wurde PIG5 jedoch in der EHM oder in der Wirtszelle beobachtet (Abbildung 3-16). 
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Abbildung 3-16 Immunocytologischer Nachweis von PIG5p in den Stadien A, B und C der Interaktion 
zwischen U. fabae und V. faba. 
A, In frühen Stadien zeigt PIG5p nur ein schwaches Fluoreszenzsignal im Haustorium. 
B, Beginnt das Haustorium in Stadium B zu wachsen, so nimmt auch die Signalstärke für PIG5p zu. 
C, In späten Stadien zeigt das gesamte Haustorium mit Ausnahme des haustoriellen Zellkerns ein starkes 
Fluoreszenzsignal. Die Fluoreszenzintensität nimmt zum pilzlichen Zellkern hin zu. 
NU: Kernfärbung mit bisBenzimid und Hintergrundfärbung mit DIOC6(3). IM: Differenzial-Interferenzkontrast 
überlagert mit Immunofluoreszenzbildern, wobei als primärer Antikörper S767p und als sekundärer ein Cy3 
markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper verwendet wurde. H: Haustorium, N: Nucleus 

 

 
Abbildung 3-17 Immunocytologischer Nachweis von PIG15p in den Stadien A, B und C der Interaktion 
zwischen U. fabae und V. faba. 
A, Bereits in frühen Stadien zeigt PIG15p ein deutliches Signal in der extrahaustoriellen Matrix. 
B, Mit wachsendem Haustorium verbreitet sich das Signal über die gesamte extrahaustorielle Matrix, eine 
deutliche Signalzunahme ist gegenüber Stadium A jedoch nicht zu erkennen. 
C, In Stadium C nimmt das Signal in der extrahaustoriellen Matrix ab, es erscheint jedoch ein Signal im Inneren 
des Haustoriums. 
NU: Kernfärbung mit bisBenzimid und Hintergrundfärbung mit DIOC6(3). IM: Differenzial-Interferenzkontrast 
überlagert mit Immunofluoreszenzbildern, wobei als primärer Antikörper S750p und als sekundärer ein Cy3 
markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper verwendet wurde. H: Haustorium, N: Nucleus 

 
Im Gegensatz zu Uf-RTP1p und PIG5p zeigte PIG15p schon in Stadium A ein starkes Signal 

in der EHM. Während von Stadium A nach Stadium B weder eine Signalabnahme, noch eine 

deutliche Signalzunahme beobachtet wurde, zeigte sich in Stadium C ein Signalrückgang in 
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der EHM (Abbildung 3-17). In großen Bereichen der EHM wurde in diesem Stadium kein 

Signal mehr detektiert, wohingegen mit der Abnahme in der EHM ein Signal im Haustorium 

detektiert wurde. In allen drei Stadien konnte PIG15p in der EHM beobachtet werden, ohne 

dass ein Übertritt des Proteins über die EM in das pflanzliche Cytoplasma beobachtet wurde. 

Vergleicht man die Fluoreszenzintensitäten aller drei Proteine miteinander so ist auffällig, 

dass sowohl Uf-RTP1p als auch PIG5p eine kontinuierliche Zunahme der Fluoreszenz-

intensität zeigen, wohingegen PIG15p eine gleich bleibende, beziehungsweise eine 

abnehmende Intensität aufweist. 

Der Vergleich der drei Proteine zeigt, wie unterschiedlich die Lokalisation potenziell 

sekretierter, haustorienspezifischer Proteine sein kann und dass der Entwicklungszustand der 

Interaktion einen starken Einfluss auf die Lokalisation und die Signalintensität der Proteine 

ausübt. 

3.2.5.3 Einfluss des Cytoskeletts auf die Akkumulation der Chloroplasten sowie 
die Lokalisation von Uf-RTP1p 

Um herauszufinden inwieweit das Cytoskelett in der Lokalisation von Uf-RTP1p involviert 

ist, wurden Versuche mit Hemmstoffen durchgeführt. Hierzu kamen folgende Substanzen zur 

Anwendung: 

 
Hemmstoff Wirkung 
Taxol Stabilisiert Mikrotubuli und ver-

hindert die Depolymerisation 
Oryzalin 
Colchicin 

Verhindern die Polymerisation 
von Mikrotubuli 

Cytochalasin B Verhindert die Polymerisation von 
Aktin-Filamenten 

 
Die Hemmstoffe Taxol, Oryzalin und Colchicin, welche einen Einfluss auf die Polymerisation 

oder Depolymerisation der Mikrotubuli haben, zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die 

Lokalisation von Uf-RTP1p oder auf die Verteilung der Chloroplasten in der Zelle (Daten 

nicht gezeigt). 

Cytochalasin B hingegen wies konzentrationsabhängig einen deutlichen Einfluss auf die Ver-

teilung der Chloroplasten auf (Abbildung 3-18). In der Kontrolle sowie mit 10 µM 

Cytochalasin B (Abbildung 3-18 A), wurde keine Veränderung der Cyclose oder der 

Positionierung der Chloroplasten im Vergleich zu den in 3.2.5.1 durchgeführten Langzeit-

beobachtungen festgestellt. Akkumulationen von Chloroplasten wurden nur in unmittelbarer 

Nähe des Haustoriums beobachtet. Nach Applikation von 1 mM Cytochalasin B hingegen 

kam es zu zahlreichen Zusammenlagerungen von Chloroplasten innerhalb des Cytoplasmas 
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(Abbildung 3-18 B). Nur wenige Chloroplasten zeigten eine Anlagerung an das  Haustorium, 

wohingegen der Zellkern auch bei einer Konzentration von 1 mM Cytochalasin B in der Nähe 

des Haustoriums zu finden war und sich entlang des Haustoriums bewegte. Chloroplasten 

welche im Cytoplasma aggregiert waren, zeigten im Vergleich zu den nicht behandelten 

Proben eine rundere Form sowie eine starke, durchscheinende Granulierung. 

Elektronenmikroskopische Analysen dieser Zellen ergaben, dass bei nahezu allen Haustorien 

die extrahaustorielle Membran eine Ablösung von der extrahaustoriellen Matrix aufwies 

(Abbildung 3-18 C). Immunocytologische Studien im Elektronenmikroskop zeigten jedoch, 

dass trotz abgelöster Membran, Uf-RTP1p noch immer in der extrahaustoriellen Matrix 

lokalisiert werden konnte, das Signal gegenüber unbehandelten Proben sogar an Intensität 

zunahm. Ein Nachweis im Cytoplasma war hingegen auf elektronenmikroskopischer Ebene 

nicht möglich (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abbildung 3-18 Einfluss des Hemmstoffes Cytochalasin B auf die Lokalisation der Chloroplasten in 
infizierten V. faba Zellen. 
A, 10 µM Cytochalasin B zeigt keinen Einfluss auf die Cyclose. Die Chloroplasten im Cytoplasma zeigen keine 
Zusammenlagerung, Akkumulationen sind nur in der Nähe des Haustoriums zu erkennen (Pfeil). 
B, 1 mM Cytochalasin B führt zur Blockierung der Cyclose und zur Akkumulation von Chloroplasten innerhalb 
des Cytoplasmas (Pfeile). Die Chloroplasten zeigen eine auffallend runde Form mit deutlich granulärem 
Erscheinungsbild. 
C, Elektronenmikroskopische Analysen der extrahaustoriellen Membran von Haustorien in den gehemmten 
Zellen zeigen eine Zerstörung der extrahaustoriellen Membran. 
H: Haustorium, N: Nucleus, PC: pflanzliches Cytoplasma, EM: extrahaustorielle Membran, EHM: 
extrahaustorielle Matrix 

 
Die Ergebnisse der Hemmversuche zeigen, dass es ohne intakte Aktinfilamente zu keiner 

Akkumulation der Chloroplasten am Haustorium kommen kann, wohingegen der Kern in 

seiner Affinität zum Haustorium nicht eingeschränkt ist. Hinzu kommt, dass das Fehlen der 

Aktinfilamente die Zerstörung der extrahaustoriellen Membran und somit die Zerstörung der 

Interaktionszone zwischen Pilz und Pflanze zur Folge hat. 
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3.3 Die Funktion von RTP1p 

3.3.1 Die Bedeutung von RTP1p in weiteren Wirt-Parasit-Systemen 

Um die Bedeutung von RTP1p in der Gattung Uromyces zu klären, wurden weitere Roste für 

Lokalisationsstudien herangezogen. Da sowohl U. fabae als auch U. striatus in ihrem Wirts-

kreis auf Leguminosen der „galegoiden“ Klade beschränkt sind, wurden im Folgenden 

U. appendiculatus und U. vignae ausgewählt, welche in der Lage sind Vertreter der 

„phaseoloiden“ Klade der Leguminosen zu infizieren.  

Es wurde gezeigt, dass mithilfe des Antikörpers S844p, RTP1p mit vergleichbarer Signal-

intensität und Lokalisation sowohl im Pathosystem U. appendiculatus auf P. vulgaris als auch 

im Pathosystem U. vignae auf V. unguiculata nachweisbar war. In diesen Wirt-Parasit-Inter-

aktionen wurde RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix sowie im pflanzlichen Cytoplasma 

nachgewiesen. Vergleichbar mit Uf-RTP1p war ein Nachweis von Ua- und Uv-RTP1p im 

pflanzlichen Zellkern nur in späten Stadien der Infektion möglich, wobei auch hier innerhalb 

des Zellkerns ein Gradient beobachtet wurde. 

 

 
Abbildung 3-19 Vergleich der Lokalisation von RTP1p bei U. vignae auf Vigna unguiculata (A) und 
U. appendiculatus auf Phaseolus vulgaris (B) 
A, zeigt eine späte Infektion von U. vignae mit hoher Konzentration von Uv-RTP1p im Cytoplasma der Pflanze 
jedoch kein Signal in nicht infizierten Zellen. Das kleine Bild zeigt einen schwachen Uv-RTP1p Gradient im 
Zellkern.  
B, zeigt eine späte Infektion von U. appendiculatus. Ua-RTP1p ist auch hier im gesamten Cytoplasma der 
infizierten Zellen zu finden. Das kleine Bild weist ein Haustorium auf, welches von Chloroplasten umgeben ist. 
Im eng assoziierte Kern ist im gesamten Nucleoplasma ein Immunosignal zu erkennen. 
Als primärer Antikörper wurde S844p und als sekundärer ein Cy3 markierter Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper 
verwendet. H: Haustorium, N: Nucleus. 

 
Um auf die Verbreitung von RTP1p in weiteren Rost Gattungen zu schließen, wurde das 

Pathosystem Phakopsora pachyrhizi auf Glycine max analysiert, da G. max ebenfalls der 
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Klade der „phaseoliden“ Leguminosen angehört. In diesem System konnte mit den vor-

handenen Antikörpern kein Signal detektiert werden (Daten nicht gezeigt). 

 

Die Ergebnisse zeigen, dass RTP1p von allen untersuchten Vertretern der Gattung Uromyces 

sekretiert wird und daher vermutlich in dieser Gattung weit verbreitet ist. 

3.3.2 Die Bedeutung von RTP1p in kompatiblen und inkompatiblen Inter-
aktionen 

Um Aussagen über eine mögliche Funktion von RTP1p in der Interaktion zwischen Pflanze 

und Pilz treffen zu können, wurde die Lokalisation von RTP1p in Ökotypen von 

M. truncatula untersucht, welche verschiedene Resistenzmechanismen aufwiesen (Kemen et 

al., 2005a). 

Hierzu wurden zunächst 113 Ökotypen auf ihre Anfälligkeit gegenüber U. striatus getestet. 

108 zeigten eine gute Kompatibilität ohne erkennbare Abwehrreaktionen, wohingegen die 5 

Ökotypen DZA.045, ESP.100, ESP.162, F11.008 und GRC.098 eine starke Abwehr auf-

wiesen. In allen Ökotypen, auch den resistenten, gelang es dem Pilz mit nahezu gleicher 

Effizienz, durch die Spaltöffnungen einzudringen. Nach der Penetration wurden innerhalb des 

Wirtsgewebes verschiedene Ausprägungen von Resistenzen beobachtet (Tabelle 3-3). Mit 

Ausnahme von F11.008 zeigten die 4 übrigen resistenten Ökotypen eine starke Auto-

fluoreszenz sowie zahlreiche nekrotische Zellen (Abbildung 3-20 A1, B1 und C1). 

 

M. truncatula 
Ökotyp 

Resistenzreaktionen Immunocytologische 
Analyse (mit S849p) 

F11.008 Prähaustorielle Resistenz Schwaches Signal an 
Haustorienmutterzelle 

DZA.045 
HR benachbarter Zellen, 
nicht der infizierten Zelle 
selbst 

Nur Signal in der infizierten 
Zelle 

ESP.100 
ESP.162 

Starkes Signal in infizierten 
Zellen mit HR 

GRC.098 

HR infizierter Zellen 
(Posthaustorielle Resistenz) Starkes Signal in infizierten 

Zellen mit HR und Signal im 
Interzellularraum 

Tabelle 3-3 Vergleich ausgewählter M. truncatula Ökotypen nach Resistenzreaktion und Immuno-
cytologischem Nachweis von RTP1p 
 
In F11.008 wurde beobachtet, dass der Pilz Interzellularhyphen ausbildet und Haustorien-

mutterzellen differenziert (Abbildung 3-20 A2). Nur sehr selten wurde nach Ausbildung der 

Haustorienmutterzelle eine Penetration in die Wirtszelle beobachtet. 
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Abbildung 3-20 Lokalisation von Us-RTP1p in drei resistenten Ökotypen von M. truncatula. 
A1 bis C1, Aufnahme der Autofluoreszenz von Infektionsstellen in Aufsicht, drei Tage nach Inokulation mit 
U. striatus (Verwendeter Filtersatz: ex.: 395-440; split.: 460 LP; em.: 470 LP (Blauviolett 5)) 
A2 bis C2, Differenzial-Interferenzkontrast-Aufnahme von Infektionsstrukturen im pflanzlichen Parenchym. 
A3 bis C3, Aufnahme der Autofluoreszenz in Semidünnschnitten mit einem FITC-Filtersatz, sieben Tage nach 
Inokulation (grün). Überlagert wurde die Autofluoreszenz mit Immunofluoreszenzsignalen der Lokalisation von 
Us-RTP1p (rot).  
A, In F11.008 zeigt U. striatus eingeschränktes Wachstum der Interzellularhyphen sowie eine Blockierung der 
Differenzierung im Stadium der Haustorienmutterzelle (HM). Abwehrreaktionen können nicht beobachtet 
werden (A1 und A2). Immunocytologische Analysen zeigten, dass Us-RTP1p nicht in die Wirtszelle sekretiert 
wird und nur in den Haustorienmutterzellen schwache Signale detektiert wurden (A3). 
B, In DZA.045 zeigt U. striatus deutliches Wachstum der Interzellularhyphen. Vereinzelt können Haustorien 
ausgebildet werden, wobei die benachbarten Zellen absterben (B1 und B2). Kann der Pilz die so gebildete 
Barriere weiter durchdringen, so können weitere Zellen befallen werden. Nur innerhalb der befallenen Zellen 
wurde RTP1p detektiert. 
C, Befallene Zellen in ESP.100 kollabieren und zeigen eine starke Autofluoreszenz (C1 und C2). Starke 
Us-RTP1p Signale können innerhalb der kollabierten Zellen detektiert werden. Bereits junge Infektionen zeigen 
hier ein starkes Signal im Cytoplasma (C3). 
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Für A3, B3 und C3 wurde als primärer Antikörper S849p und als sekundärer ein Cy3 markierter Ziege-anti-
Kaninchen-Antikörper verwendet. Die Gegenfärbung erfolgte mit DIOC6(3). 
Stern: vom Pilz penetrierte Zellen (Balken: A1 und B1 = 20 µm; B2, C1 und C2 = 10 µm; A2, B3 und 
C3 = 5 µm; A3 = 3 µm) 

 
In immunocytologischen Analysen zum Nachweis von Us-RTP1p, konnte nur ein schwaches 

Signal an den Haustorienmutterzellen detektiert werden. In den Zellen selbst wurde 

Us-RTP1p nicht nachgewiesen (Abbildung 3-20 A3). In den seltenen Fällen, in welchen 

dennoch eine Penetration in die Wirtszelle erfolgte, wurde ein Immunofluoreszenzsignal in 

der Zelle detektiert (Daten nicht gezeigt). 

In DZA.045 zeigt U. striatus normales Hyphenwachstum sowie die Ausbildung von primären 

Haustorien. Während in der direkt penetrierten Zelle keine Abwehr zu erkennen war, wurde in 

den benachbarten Zellen eine Braunfärbung sowie eine starke Autofluoreszenz beobachtet. 

Hinzu kam eine starke Fluoreszenz der Zellwände um die Penetrationsstelle herum 

(Abbildung 3-20 B1, B2). Meist konnte der Pilz diese Barriere durchdringen und weitere 

Haustorien ausbilden. Us-RTP1p wurde in diesem Ökotyp nur in den wenigen penetrierten 

Zellen detektiert (Abbildung 3-20 B3). 

In ESP.100 und ESP.162 wurden Haustorien meist in nekrotischen, stark fluoreszierenden 

Zellen identifiziert (Abbildung 3-20 C1, C2). In diesen Zellen wurde ein deutlich stärkeres 

Us-RTP1p Signal als in kompatiblen Interaktionen und in DZA.045 detektiert. Bereits junge 

Haustorien zeigten in nekrotischen Wirtszellen ein starkes Signal im pflanzlichen Cytoplasma 

(Abbildung 3-20 B3). 

 

Obwohl GRC.098 dieselben Resistenzreaktionen wie ESP.100 und ESP.162 zeigte 

(Abbildung 3-21 A, B), ergaben sich bei der Lokalisation von Us-RTP1p Unterschiede. 

Neben der Lokalisation in den infizierten Zellen, wurde ein Signal in den Interzellularräumen 

um Haustorienmutterzellen und Interzellularhyphen detektiert. In diesem Ökotyp war somit 

ein Nachweis von Us-RTP1p in den vom Pilz besiedelten Interzellularräumen möglich 

(Abbildung 3-21 C). 
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Abbildung 3-21 Hypersensitive Reaktion und Lokalisation von Us-RTP1p im M. truncatula Ökotyp 
GRC.098 
A, Interferenzkontrastaufnahme von zwei parasitierten Parenchymzellen. Unten im Bild eine Zelle im frühen 
Befallsstadium mit jungem Haustorium, oben nekrotische Zelle mit verzweigtem Haustorium (H: Haustorium). 
B, Epifluoreszenzaufnahme der Zellen aus Bild A. 
C, Immunofluoreszenzaufnahme der Lokalisation von Us-RTP1p in einer Zelle im frühen Befallsstadium und 
schwachem Signal (unten). Ein starkes Signal ist in einem späten Stadium in einer nekrotischen Zelle zu 
erkennen (oben). Im Interzellularraum (IR) ist ein Immunofluoreszenzsignal (Pfeile) sowohl um die Haustorien-
mutterzelle (HM), als auch die Interzellularhyphen (IH) detektierbar. 
Für Bild C wurde als primärer Antikörper S849p und als sekundärer ein Cy3 markierter Ziege-anti-Kaninchen-
Antikörper verwendet (Balken: A, B und C = 5 µm). 

 
Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass sowohl die Sekretion als auch die Sekretions-

stärke von RTP1p durch Abwehrprozesse der Pflanze beeinflusst werden und nicht die 

Abwehr der Pflanze durch die Sekretion von RTP1p. 

3.3.3 In silico Analysen funktioneller und struktureller Aspekte von RTP1 

Um mögliche funktionelle Aspekte von RTP1p auf Sequenzebene zu klären, wurden in silico 

Analysen mithilfe der Uf-RTP1, Us-RTP1 und Ua-RTP1 Proteinsequenzen durchgeführt 

(siehe Anhang). Das Analyseprogramm TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004) 

ermöglichte im C-terminalen Teil des Proteins die Identifizierung von zwei potenziellen 

β-Aggregationsdomänen, welche im Folgenden als Aggregationsdomäne I und II bezeichnet 

werden (Abbildung 3-22 A). In der Aggregationsdomäne I, wiesen die Aminosäuren in der 

Sequenzfolge Phe-Val-Ser der Uf-RTP1p-Sequenz, bereits bei einer Berechnung mit einem 

theoretischen pH von 6,0, eine Wahrscheinlichkeit von mehr als 66%, für die Beteiligung an 

einer Aggregation über β-Aggregation auf. Bei pH 4,0 lag der Wert bei über 77%. Der Durch-

schnitt für die gesamte Domäne wurde bei pH 6,0 auf 52 ± 12% bzw. 60 ± 14% bei pH 4,0 

bestimmt (Abbildung 3-22 B). Die gesamte Aggregationsdomäne I umfasst 13 Aminosäuren 
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(Abbildung 3-22 C) und erstreckt sich von Position 139 bis 151 der Uf-RTP1-Proteinsequenz 

(siehe Anhang). Eine Analyse der Sequenz ergab eine hohe Frequenz unpolarer Aminosäuren 

von 46,2% im Gegensatz zu 27,9% des gesamten Proteins. Innerhalb dieser Domäne wurden 

zudem überdurchschnittlich viele aromatische Aminosäuren detektiert. Sowohl Tyr als auch 

Phe liegen mit einer Frequenz von 15,4% deutlich häufiger vor als im gesamten Protein, in 

 

 
Abbildung 3-22 In silico Analysen von Aggregationsdomänen in RTP1p 
A, Sowohl Uf-RTP1p als auch Us-RTP1p weisen zwei Aggregationsdomänen im C-terminalen Bereich des 
Proteins auf (gelb: Aggregationsdomänen I und II; dunkelgrau: konservierter C-terminaler Bereich des 
Proteins; orange: Sekretionssignal). 
B, Analyse der Sekundärstruktur von Uf-RTP1p mit SSpro 4.0 (Cheng et al., 2005) im C-terminalen Bereich 
(E: β-Faltblatt-Strukturen; C: Coils; H: Helices) in Kombination mit einer Analyse der prozentualen Wahr-
scheinlichkeit der β-Aggregation einzelner Aminosäuren bei verschiedenen pH-Werten. 
C, Sequenzvergleich der Aggregationsdomäne I von Uf-RTP1p, Us-RTP1p und Ua-RTP1p sowie der 
Aggregationsdomäne II zwischen Uf-RTP1p und Us-RTP1p (in diesem Bereich lagen keine Sequenzdaten für 
Ua-RTP1p vor, siehe Anhang). 
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welchem die Frequenz 5,5 bzw. 3,0% beträgt. Die Aggregationsdomäne II enthält Amino-

säuren, die mit einer Wahrscheinlichkeit von bis zu 59% bei pH 6,0 und 35% bei pH 4,0 an 

einer β-Aggregation beteiligt sind (Abbildung 3-22 B). Diese Domäne umfasst 5 Amino-

säuren (Abbildung 3-22 C) zwischen Position 204 und 209 und zeigt ebenfalls eine hohe 

Frequenz unpolarer Aminosäuren von 66,7%, besitzt jedoch keine aromatischen Amino-

säuren. Beide Domänen zeigen im Modell, im Hinblick auf ihre Wahrscheinlichkeit an einer 

Aggregation beteiligt zu sein, eine signifikante Abhängigkeit von der Protonenkonzentration. 

Während die Aggregationsdomäne I eine positive Korrelation zur Protonenkonzentration 

aufweist, zeigt die Aggregationsdomäne II eine negative Korrelation. 

Unter Verwendung verschiedener Algorithmen wurde die Sekundärstruktur der Aggregations-

domänen I und II analysiert (Abbildung 3-22 B). Ein Schwerpunkt wurde aufgrund der 

vorhergesagten β-Aggregation auf die Verteilung von β-Faltblatt-Strukturen gelegt. Hierbei 

ergaben sich für die erste Domäne je nach Analyseprogramm zwei mögliche Strukturen: laut 

Vorhersage von GOR IV (Garnier et al., 1996) sind zwei β-Faltblätter, eines mit 5 und eines 

mit 4 Aminosäuren über eine Coiled oder Loop Struktur mit 4 Aminosäuren verbunden. Nach 

SSpro 4.0 (Cheng et al., 2005) sind zwei β-Faltblätter zu je 5 Aminosäuren über eine Coiled- 

oder Loop-Struktur von 3 Aminosäuren miteinander verbunden.  

Eine Analyse zur parallelen oder antiparallelen Anordnung der β-Faltblätter der 

Aggregationsdomänen erfolgte mithilfe des auf Sekundärstruktur-Vorhersagen beruhenden 

BETApro (Cheng und Baldi, 2005) Programmes. Die Analyse ergab, dass unter Berück-

sichtigung der durch das Programm errechneten Pseudo-Bindungsenergie, welche ein 

Wahrscheinlichkeitsmaß der Paarung von β-Faltblättern darstellt, in Aggregationsdomäne I, 

zwei β-Faltblätter zu je 5 Aminosäuren antiparallel angeordnet sein sollten. Für diese 

Konstellation ergab sich nach BETApro eine maximale Pseudo-Bindungsenergie von 1,98. 

Für die Aggregationsdomäne II, welche nur aus einem β-Faltblatt besteht, wurden geringe 

Pseudo-Bindungsenergien von 0,57 für eine Interaktion mit anderen intramolekularen 

β-Faltblättern ermittelt. 

Aufgrund der kombinierten Analysen durch TANGO und BETApro, wurde gefolgert, das die 

Aggregationsdomäne I mit hoher Wahrscheinlichkeit an der Aggregation des Gesamtproteins 

(siehe 3.3.6) beteiligt ist, während dies für die Aggregationsdomäne II mit deutlich geringerer 

Wahrscheinlichkeit der Fall ist. Da mithilfe der als „Conversion“ bezeichneten Methode 

(siehe 3.3.4, bzw. Matherial und Methoden 2.10.2) gezeigt wurde, dass eine Aggregation des 

Gesamtproteins insbesondere bei niedrigem pH erfolgt, die Aggregationsdomäne II bei 

niedrigem pH jedoch nur noch geringe Aggregationswerte von 35% aufweist, erhöht sich die 
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Wahrscheinlichkeit, dass Aggregationsdomäne I im Gesamtprotein für die Aggregation 

verantwortlich ist. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde in den folgenden Ausführungen die Bezeichnung 

β-Aggregationsdomäne ausschließlich auf die Aggregationsdomäne I bezogen. 

3.3.4 Strukturelle Analyse eines synthetischen Peptids der 
β-Aggregationsdomäne 

Für die Charakterisierung der β-Aggregationsdomäne wurde ein 21 Aminosäuren langes 

Peptid von Position 135 bis 155 der Uf-RTP1p Sequenz synthetisiert (Abbildung 3-22 C und 

Anhang). Dieser Sequenzabschnitt erstreckt sich über einen zwischen Uf-RTP1p und 

Us-RTP1p zu 100% sowie zu Ua-RTP1p mit 90,5% konservierten Bereich und wird deshalb 

im Folgenden als RTP1p135-155 bezeichnet. RTP1p135-155 umfasst die durch TANGO vorher-

gesagte, 13 Aminosäuren große Aggregationsdomäne I sowie jeweils vier, überwiegend 

hydrophile Aminosäuren, an N- und C-Terminus. Da die hydrophilen Randbereiche laut 

Vorhersage mit TANGO keinen Einfluss auf die Aggregationsfähigkeit ausüben, wurden sie 

verwendet, um so die Löslichkeit des Peptids zu erhöhen. 

 

 
Abbildung 3-23 CD- spektroskopische Analyse von RTP1p135-155 

A, CD-Spektrum von RTP1p135-155 in Wasser im Bereich der Wellenlängen 180 bis 260 nm. 
B, Auswertung von Spektren in verschiedenen Lösungsmitteln mithilfe des Programms CDNN 2.1. Die Fehler-
balken geben die Abweichung von 100% und somit die Qualität der Ergebnisse wieder. In H2Odest. lagen die 
Abweichungen von 100% bei nahezu 0, so dass die in diesem Lösungsmittel erhaltenen Daten am 
aussagekräftigsten sind. (Phos. = Phosphatpuffer). 
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CD-spektroskopische Analysen (Abbildung 3-23 A) zur Untersuchung der Sekundärstruktur 

des Peptids ergaben nach Deconvolution mithilfe des Analyseprogramms CDNN 2.1, je nach 

pH, Ionenstärke oder Reduktionsmittel, einen Anteil von 40 bis 50% antiparalleler 

β-Faltblätter, 15 bis 25% β-Turns sowie zwischen 20 und 30% random Coils (Abbildung 

3-23, B). Vorhersagen für Helices und parallele β-Faltblätter lagen unterhalb des angegebenen 

Fehlers und lassen somit den Schluss zu, dass diese Strukturelemente nicht vorhanden sind. 

Vergleiche mit den theoretisch zu erwartenden Werten, wie sie durch die in silico-Analyse 

mithilfe des Programms SSpro 4.0 erhalten wurden (siehe 3.3.3), stimmen weitgehend mit 

den erhaltenen Ergebnissen der CD-Spektroskopie überein. Diese Ergebnisse legen den 

Schluss nahe, dass das Peptid die vorhergesagte Konformation besitzt. Der Anteil an β-Turns 

sowie an random Coils zeigt jedoch geringe Abweichungen gegenüber der Vorhersage, was 

die Diskrepanz zwischen den beiden Analyseprogrammen SSpro 4.0 und GOR IV wider-

spiegelt. 

Als Ergebnis der CD-Messungen zusammen mit den in silico-Analysen kann festgehalten 

werden, dass das Peptid mit großer Wahrscheinlichkeit aus zwei antiparallelen β-Faltblättern 

besteht, welche über einen β-Turn miteinander verbunden sind. Die polaren Aminosäuren an 

den Enden liegen offensichtlich als random Coils vor, beeinflussen den Rest der Struktur 

jedoch nicht. 

3.3.5 Das Aggregationsverhalten von RTP1p135-155 

Um RTP1p135-155 auf seine Fähigkeit zu der durch das Analyseprogramm TANGO vorher-

gesagten Aggregation zu testen, wurde 1 mg/mL des henicosa Peptids in 50 mM Phosphat-

puffer bei pH 6,0 gelöst und inkubiert, bis eine deutlich sichtbare Trübung auftrat. Innerhalb 

von 24 h wurde eine Aggregation und Sedimentation des Peptids makroskopisch sichtbar. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Präzipitate nach Negativkontrastierung 

zeigten, dass sich 100 bis 300 nm lange und 10 nm dicke Filamente gebildet hatten 

(Abbildung 3-24). Diese von Sunde und Blake (1997) als Protofilamente bezeichneten 

Aggregate wiesen eine strukturierte Oberfläche auf, die vereinzelt ineinander verwundene, 

dünnere Filamente, so genannte Subprotofilamente erkennen ließ (Abbildung 3-24, kleines 

Bild). Die filamentösen Aggregate zeigten Windungen und Biegungen bis zu 180°, 

Verzweigungen der Filamente wurden jedoch nicht beobachtet. Größere Aggregate 

entstanden durch Zusammenlagerung und Verwindung der Protofilamente.  
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Abbildung 3-24 Filamente des synthetischen Peptids der β-Aggregationsdomäne. 
Das Übersichtsbild zeigt eine Anhäufung von ca. 10 nm dicken Filamenten. Das kleine Bild zeigt einzelne 
Filamente die starke Windungen aufweisen und eine weitere Untergliederung erkennen lassen. (Balken: großes 
Bild = 50 nm; kleines Bild = 20 nm) 

 
Um zu testen, ob es sich bei den Filamenten um amorphe Aggregate oder amyloide Fibrillen 

handelt, wurde eine Fluoreszenzanalyse mithilfe des Benzothiazolfarbstoffs, Thioflavin T 

durchgeführt. Thioflavin T ist ein spezifischer Fluoreszenzfarbstoff für amyloidähnliche 

Proteine, der nach Bindung an antiparallele β-Faltblatt-Fibrillen und Anregung bei 450 nm 

eine Fluoreszenz bei 482 nm emittiert (LeVine, 1997). Der Farbstoff selbst zeigt keine 

Fluoreszenz in wässriger Lösung, mit ungefalteten oder teil-denaturierten amyloiden 

Proteinen sowie mit nicht-amyloiden Proteinen (Voropai et al., 2003). 

Es wurde gezeigt, dass die Zugabe von 0,5 mg/mL des synthetischen RTP1p135-155-Peptids zu 

einer Thioflavin T Lösung bei pH 6,0, zu einer Zunahme der Fluoreszenzintensität führt. Die 

Kinetik der Fluoreszenzzunahme folgt einer Reaktion der Form )( kxeAqy −•+=  wobei q die 

Maximalfluoreszenz in %, A der Anfangswert der Fluoreszenz bei t = 0 und k die 

Aggregationskonstante in s-1 darstellt. 

Für die Lösung von 0,5 mg/mL ergab sich daher eine Aggregationskonstante von: 

k = 2,16*10-4 s-1. Die ermittelte Konstante ist somit um einen Faktor 10 bis 20 niedriger als 

die für das gut charakterisierte Alzheimer Aβ(1-40)-Peptid publizierte (Hortschansky et al., 



Ergebnisse   78 

2005) und um einen Faktor 10 höher als Konstanten, welche für die Aggregation einer 

menschlichen Muskel-Acylphosphotase bestimmt wurden (Chiti et al., 2002). 

 

 
Abbildung 3-25 Aggregationskinetik des synthetischen RTP1p135-155-Peptids 
A, Fluoreszenzspektrum einer Lösung des synthetischen Peptids mit Thioflavin T über einen Zeitraum von 
290 min. Die Anregung erfolgte entweder zur Kontrolle bei 400 nm oder zur Bestimmung der Konzentration an 
interkaliertem Farbstoff bei 450 nm. Bei beiden Wellenlängen ist ein Zunahme der Fluoreszenzintensität zu 
beobachten (Die Aufzeichnung sowie Auswertung der Fluoreszenzdaten wurde von A. Ehlers durchgeführt). 
B, Die Zunahme der Fluoreszenzintensität bei Anregung mit Licht der Wellenlänge 450 nm zeigt einen 
logarithmischen Verlauf. 

 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die Beschreibung eines aggregierenden Proteins ist die 

kritische Konzentration CR, ab der eine Aggregation beginnt und welche nach Einstellung 

eines Gleichgewichts an Monomeren erhalten bleibt (Harper und Lansbury, 1997). Um zu 

klären in wie weit pH, Ionenstärke und Redox-Zustand einen Einfluss auf das Gleichgewicht 

der Aggregation von RTP1p135-155 zeigen, wurde dieser unter verschiedenen Bedingungen 

analysiert (Abbildung 3-26). 

Bei niedrigen pH-Werten zwischen 3 und 4, wies das Peptid unabhängig von den getesteten 

Bedingungen wie hohe oder niedrige Ionenkonzentration, reduzierend oder oxidierend, bereits 

bei Überschreiten geringer Konzentrationen von 50 bis 100 µM eine starke Aggregation auf 

(Abbildung 3-26). Bei einem pH-Wert von 6,0 waren jedoch zwei bis drei mal höhere 

Konzentrationen nötig, um die kritische Konzentration zu überschreiten. Insbesondere unter 

diesen erhöhten pH-Bedingungen wurde gezeigt, dass auch andere Einflüsse einen 

signifikanten Effekt auf die kritische Konzentration ausüben. Es wurde ermittelt, dass in 

50 mM K-Phosphatpuffer die kritische Konzentration nur halb so hoch ist wie in 10 mM 

K-Phosphatpuffer. Mit KOH auf pH 6,0 titriertes H2O zeigte hingegen nur eine geringfügige 
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Erhöhung des Wertes gegenüber 10 mM K-Phosphatpuffer. Reduzierende Bedingungen 

welche durch Zugabe von 10 mM DTT eingestellt wurden, erhöhten die Konzentration an 

Monomeren weiter, zeigten jedoch einen geringeren Effekt als die Zugabe von Galaktose. Im 

Gegensatz zu den Ansätzen mit K-Phosphatpuffer, führte eine Verdopplung der 

Konzentration von Galaktose nicht zu einer Verringerung der kritischen Konzentration, zeigte 

jedoch auch keine Erhöhung. Es scheint sich somit um einen Effekt zu handeln, der einer 

Sättigung, vergleichbar Rezeptor – Ligandbindungen, unterliegen könnte. 

 

 
Abbildung 3-26 Kritische Schwelle der Aggregation von RTP1p135-155. 
Die kritische Konzentration CR wurde sowohl nach Variation der Ionenstärke und des pHs als auch nach 
Variation des Redox-Zustandes bestimmt. Zusätzlich Analysen wurden nach Zugabe von Galaktose durchgeführt 
(Phos. = Phosphatpuffer). 
 
Die Ergebnisse belegen die bereits von TANGO vorhergesagte Abhängigkeit der Aggregation 

von pH und Ionenkonzentration des Lösungsmittels, zeigen darüber hinaus jedoch, dass die 

Redox-Bedingungen ebenfalls einen Einfluss auf die Aggregation des Proteins ausüben, wie 

dies bereits für ΠRTP1p in den Protoplastenversuchen beobachtet wurde (3.1.3). Die 

Erhöhung der kritischen Konzentration nach Zugabe von Galaktose kann jedoch nicht durch 

einen der Effekte wie Ionenkonzentration, pH oder Redox-Zustand allein bedingt sein und 

muss daher auf einem anderen Effekt beruhen, wie der Bindung der Galaktose an das Peptid 

sowie dadurch bedingte Äderungen der Konformation des Peptides (siehe Diskussion 4.3.2.1). 
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Zusammenfassend kann als Ergebnis festgehalten werden, dass RTP1p eine funktionelle 

Aggregationsdomäne zwischen Position 135 bis 155 der Uf-RTP1p Sequenz besitzt, welche 

eine Aggregationskinetik 1. Ordnung aufweist und deren kritische Konzentration CR stark von 

der Ionenstärke, dem pH sowie dem Redox-Zustand des Mediums abhängig ist. Zusätzlich 

scheint Galaktose in Wechselwirkung mit RTP1p135-155 zu treten. 

3.3.6 Aggregationsverhalten des gesamten, heterolog exprimierten 
ΠRTP1p 

Da die Funktionalität der β-Aggregationsdomäne des C-terminalen Bereiches im Peptid 

RTP1p135-155 bewiesen wurde, erfolgte im nächsten Schritt eine Analyse der Aggregations-

fähigkeit des gesamten, heterolog exprimierten ΠRTP1p. Hierzu wurde das mit C-terminalem 

His-Tag versehene Uf-RTP1p heterolog in Pichia pastoris überexprimiert und über 

Ni-Affinitätschromatographie aufgereinigt und ankonzentriert (siehe Material und Methoden 

2.5). 

Durch Negativkontrastierung mit Uranylacetat konnten im Transmissions- Elektronen-

mikroskop bereits 1 h nach Aufreinigung, runde amorphe Aggregate sichtbar gemacht 

werden, welche einen Durchmesser zwischen 20 und 50 nm aufwiesen (Abbildung 3-27 A). 

Insbesondere nach längeren Inkubationszeiten, zeigten die Aggregate ihrerseits eine 

Zusammenlagerung zu größeren, diskoidal geformten Strukturen mit einem Durchmesser von 

100 bis 150 nm. 

Wurden die Aggregate einer „Umwandlung“ („Conversion“, siehe Matherial und Methoden 

2.10.2) in veränderter Form nach Lee und Eisenberg (2003) unterzogen, so war es möglich, 

die Aggregate durch Anwendung reduzierender Bedingungen bei pH 7,4 in 2,5 M 

Guanidin-HCl zu solubilisieren und anschließend unter oxidierenden Bedingungen in einem 

Acetatpuffer bei pH 4,0 zur Reaggregation zu bringen. Nach Negativkontrastierung wurden 

anstelle der amorphen Aggregate filamentartige Strukturen mit einem hohen Ordnungsgrad 

identifiziert (Abbildung 3-27 B und C). 

Diese stets unverzweigten, filamentartigen Strukturen besitzen einen Durchmesser von ca. 

15 nm bei einer Länge von bis zu 2 µm (Abbildung 3-27 B). Vereinzelt wurde ein 

Aufspleißen dieser Protofilamente in Subprotofilamente mit einem Durchmesser von ca. 5 nm 

beobachtet. Diese Subprotofilamente lassen bei näherer Betrachtung eine weitere Aufspaltung 

in dünnere Fibrillen erkennen (Abbildung 3-27 C). 
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Abbildung 3-27 Morphologie von ΠRTP1p Aggregaten nach Negativkontrastierung im TEM. 
A, Amorphe Aggregate nach Reinigung und Ankonzentrierung über Ni-Affinitätschromatographie. Größere 
Aggregate zeigen eine diskoidale Morphologie. 
B, Filamente mit bis zu 2 µm Länge und ca. 15 nm Durchmesser nach Redox Umwandlung des gereinigten 
Proteins.  
C, Ein aufgespleißtes Filament zeigt filamentöse Untereinheiten mit ca. 5 nm Durchmesser. 
(Balken: A = 25 nm; B = 100 nm; C = 50 nm) 
 

Um auch hier zu analysieren, ob es sich bei den Filamenten um geordnete amyloidähnliche 

Fibrillen handelt, wurden fluoreszenzspektroskopische Analysen mit Thioflavin T 

durchgeführt (Daten nicht gezeigt). Es wurde eine Fluoreszenzzunahme gegenüber Thioflavin 

T allein oder auch Thioflavin T zusammen mit 1 mg/mL BSA als Kontrolle beobachtet. 

Aufgrund der 24-stündigen Dialyseschritte konnten jedoch nur Endpunktwerte detektiert 

werden, so dass eine Kinetik nicht möglich war. Auch Messungen im Wochenabstand 

ergaben keine weitere Zunahme der Fluoreszenz. 

Aufgrund der Ergebnisse kann festgehalten werden, dass das gesamte heterolog exprimierte 

ΠRTP1p in der Lage ist, sich zu höheren Aggregaten zusammen zu lagern, wobei zwei 

Aggregatzustände möglich sind: amorphe Aggregate welche sich spontan nach der Reinigung 
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und dadurch bedingten Aufkonzentrierung bilden; so wie hoch geordnete Filamente, welche 

nur durch gezielte Beeinflussung gebildet werden. 

 

 
Abbildung 3-28 Antigenizität der ΠRTP1p Plaques und Filamente 
A, Negativkontrastierung eines Gemisches aus amorphen Aggregaten (P) und Filamenten (Pfeile). 
B, Negativkontrastierung einer Mischung aus amorphen Aggregaten und Filamenten nach Immunogold-
markierung. Während die amorphen Aggregate eine hohe Antigenizität aufweisen, zeigen die Filamente nur in 
Teilbereichen eine Goldmarkierung. Schwarze Pfeile zeigen Protofilamente ohne Immunogoldmarkierung, 
weiße Pfeile mit schwarzer Umrandung zeigen auf Bereiche wo das Protofilament nur noch vereinzelt 
identifiziert werden kann und weiße Pfeile zeigen Subprotofilamente oder dünne Fibrillen in einem Bereich, wo 
das Protofilament nicht mehr zu identifizieren ist. 
kleines Bild in B, Teilbereich eines potenziell aufgespleißten Protofilaments. 
Als primärer Antikörper wurde S844p verwendet. Die sekundären Ziege-anti-Kaninchen-Antikörper waren mit 
10 nm Gold markiert (Balken: A und B = 50 nm; kleines Bild in B = 20 nm). 
 

Da alle Antikörper gegen denaturierte, heterolog in E. coli exprimierte Antigene gereinigt 

wurden, musste der Frage nachgegangen werden, ob diese in der Lage sind das gefaltete, 

aggregierte Protein zu erkennen. Hierzu wurden Immunocytologische Analysen mit S844p 

und einem Gemisch aus amorphen Aggregaten und Filamenten durchgeführt. In diesem 
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Versuch wurde gezeigt, dass die amorphen Aggregate eine hohe Antigenizität aufweisen, 

wohingegen vollständig gefaltete Filamente von S844p nicht erkannt werden. Aufgespleißte 

Filamente konnten je nach Grad der Spleißung gebunden werden. 

Die Ergebnisse zeigen, dass amorph aggregiertes Protein eine deutlich bessere Antigenizität 

als das in Filamenten vorliegende Protein aufweist. Weiter wurde herausgefunden, dass die 

Protofilamente keine Antigenizität, die Subprotofilamente eine geringe Antigenizität und die 

dünnen Fibrillen eine deutliche Antigenizität aufweisen. 
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4 DISKUSSION 
Die Analyse einer von Hahn und Mendgen (1997) hergestellten, Haustorien spezifischen 

cDNA Bank auf potenziell sekretierte Proteine ergab, dass eines dieser pilzlichen Proteine 

eine außergewöhnliche Lokalisation in der pflanzlichen Wirtszelle aufwies (Hempel, 2005). 

Dieses ursprünglich als PIG7 bezeichnete Gen (Hahn und Mendgen, 1997), wurde aufgrund 

der Lokalisation seines Genprodukts und der im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Hinweise 

auf einen Transfer in das pflanzliche Cytoplasma, als „Rust Transferred Protein 1“ (RTP1) 

bezeichnet (Kemen et al., 2005b). 

Um eine möglichst vollständige Charakterisierung biochemischer, cytologischer, struktureller 

und funktioneller Aspekte zu gewährleisten, wurde die Analyse des Proteins in Kooperation 

mit A. Kemen (siehe (Kemen, 2006)) durchgeführt. Hierbei erfolgte die Aufteilung der 

Arbeitsgebiete überwiegend methodisch, um so Aspekte von RTP1p aus verschiedenen 

Blickwinkeln zu beleuchten: von A. Kemen wurden molekularbiologische Analysen zur 

Genstruktur und Expression sowie biochemische Analysen zu Transfer, Struktur und Funktion 

des Proteins durchgeführt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden dieselben Aspekte, jedoch überwiegend mit cytologischen 

Methoden bearbeitet. Dieser Ansatz wurde gewählt, da die Analyse des Transfers von 

Proteinen und großen Proteinaggregaten ohne cytologische Methoden wie Elektronenmikro-

skopie oder Immunolichtmikroskopie nicht möglich ist (Griffiths, 2004; Ohi et al., 2004). 

Insbesondere die Korrelation von Struktur und Funktion innerhalb des zellulären Systems, 

wird mithilfe cytologischer Techniken erst möglich (Howard, 2001; Koster und Klumperman, 

2003). Weiter war es ein Anliegen dieser Arbeit die cytologischen Ergebnisse auf funktionelle 

Domänen innerhalb des Proteins zurückzuführen. 

Die Abbildung 4-1 gibt einen Überblick über bearbeitete Aspekte des Gesamtprojekts sowie 

über das Zusammenspiel zwischen Biochemie und Cytologie. 
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Abbildung 4-1 Übersicht der aktuellen Analyse von RTP1p in Hinblick auf die Verknüpfung 
biochemischer und cytologischer Aspekte. 
In grauer Schrift dargestellt sind Aspekte, welche überwiegend von A. Kemen bearbeitet wurden, wohingegen 
schwarze Schrift auf eine Bearbeitung in der vorliegenden Arbeit hinweist. In Klammern gesetzt sind Verweise 
auf die jeweiligen Kapitel innerhalb der Diskussion. 
SS: Sekretions- Signal, : Prozessierungsstellen, NLS: Kernlokalisations-Signal, N-Glyk.: N-Glykosylierung, 
AGD: Aggregationsdomäne mit Sphingolipid-Bindedomäne (orange), PC: pflanzliches Cytoplasma, N: 
pflanzlicher Zellkern, ER: endoplasmatisches Reticulum, E: Endosom, EM: extrahaustorielle Membran, EHM: 
extrahaustorielle Matrix, H: Haustorium, HN: haustorieller Zellkern. 
 
Die Diskussion der vorliegenden Arbeit wurde in die drei Abschnitte gegliedert: Transfer 

(4.1), Zielkompartimente (4.2) und Funktion (4.3). Das Kapitel Transfer befasst sich mit der 

Lokalisation und den Eigenschaften von RTP1p, welche für einen Transfer relevant sind. 

Diskutiert werden verschiedene Transfermechanismen, wie der direkte Übertritt von RTP1p 

über die extrahaustorielle Membran (4.1.1), die Beteiligung von Transportern (4.1.2), der 

endosomale Transfer (4.1.3) sowie der für RTP1p wahrscheinlichsten Aufnahmemechanismus 

über einen retrograden Transport (4.1.4). 

Unter Zielkompartimente wird diskutiert, wo RTP1p akkumuliert und welche Bedeutung der 

Akkumulation in der extrahaustoriellen Matrix (4.2.1), dem pflanzlichen Cytoplasma (4.2.2) 

oder dem pflanzlichen Zellkern (4.2.3) zukommt. Die Beobachtung, dass es sich bei der 

Akkumulation von RTP1p in den verschiedenen Kompartimenten um einen dynamischen 
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Prozess handelt, der entscheidende Aufschlüsse über die Funktion von RTP1p gibt, wird 

ebenfalls in diesem Teil der Diskussion ausgeführt (4.2.4). 

Der letzte Abschnitt beschäftigt sich im wesentlichen mit der Funktion von RTP1p in der 

Interaktion zwischen Wirt und Parasit sowie funktionellen und strukturellen Aspekten des 

Proteins, welche hier höchst wahrscheinlich eine entscheidende Rolle spielen (4.3). Zunächst 

wird die Rolle von RTP1p in kompatiblen (4.3.1.1) und inkompatiblen (4.3.1.2) Wirt-Parasit-

Systemen beleuchtet. Die β-Aggregationsdomäne wird zusammen mit einer Sphingolipid-

Bindedomäne als wesentliches strukturelles Element von RTP1p diskutiert (4.3.2). Dass diese 

Domäne aufgrund ihrer Struktur und Eigenschaften (4.3.2.1) einige der cytologischen und 

möglicherweise auch funktionellen Besonderheiten von RTP1p zu erklären vermag, wird im 

letzten Kapitel unter 4.3.2.2 erörtert. 

4.1 Transfer von RTP1p in die pflanzliche Wirtszelle 

Seit mehr als 10 Jahren ist bekannt, dass bakterielle Pflanzenpathogene in der Lage sind, 

wichtige Effektorproteine mithilfe des Typ III Sekretionssystems direkt in das Cytoplasma 

des Wirtsorganismus zu transferieren (Van den Ackerveken et al., 1996). Sowohl der 

Transfermechanismus selbst, als auch zahlreiche transferierte Proteine wurden seit dieser 

Entdeckung analysiert und charakterisiert (Büttner und Bonas, 2002; Grant et al., 2006). Für 

transferierte eukaryontische Proteine pflanzenpathogener Organismen, lagen bisher weder 

Informationen über einen Transfermechanismus, noch über Struktur und Funktion der 

transferierten Proteine selbst vor (Ellis et al., 2006).  

Als erstes eukaryontisches Protein, konnte für ein Avirulenz-Protein des Reisbranderregers 

Magnaporthe grisea, Avr-Pita, durch Koexpression mit seinem cytoplasmatischen Resistenz-

protein Pita, indirekt gezeigt werden, dass Avr-Pita über die Plasmamembran in die Wirtszelle 

gelangen muss, um so mit Pita zu interagieren (Jia et al., 2000). Cytoplasmatische Resistenz-

Avirulenz-Paarungen konnten auch für pflanzenpathogene Oomyceten wie Phytophtora 

infestans (Armstrong et al., 2005) oder Basidiomyceten wie Melampsora linii, (Catanzariti et 

al., 2006) nachgewiesen werden, Informationen über einen möglichen Transfermechanismus 

blieben jedoch vollständig aus (Ellis et al., 2006). Eine wichtige Erkenntnis für den Transfer 

von Effektorproteinen eukaryontischer Pflanzenpathogene lieferte die Arbeit von Rehmany et 

al. (2005). Rehmany konnte für Oomyceten zeigen, dass in die Pflanzenzelle sekretierte 

Proteine ein RxLR-Motiv enthalten, welches dem PEXEL-(„Plasmodium export element“)-

Motiv des Malariaerregers Palsmodium falciparum entspricht. In P. falciparum konnte dieses 
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Motiv als potenzielles Transfersignal von Virulenzproteinen aus der parasitären Vakuole in 

das Cytoplasma des Wirts identifiziert werden (Hiller et al., 2004; Marti et al., 2004). 

Wie die von M. linii transferierten Proteine (Catanzariti et al., 2006), so weist auch RTP1p 

kein RxLR-Motiv auf. Sequenzvergleiche zeigen jedoch sowohl bei allen RTP1p Sequenzen 

aus Uromyces Arten, als auch bei sieben von zwölf bekannten AvrL567 Varianten von 

M. linii (Dodds et al., 2006) ein verkürztes RxL-Motiv (siehe Anhang). Für Plasmodium 

wurde beschrieben, dass innerhalb des PEXEL-Motivs Arginin und Leucin die essenziellen 

Aminosäuren sind (Hiller et al., 2004; Marti et al., 2004), jedoch sollten diese 15 bis 20 

Aminosäuren von der Spaltsequenz des Sekretionssignals entfernt liegen (Marti et al., 2005). 

Betrachtet man das konservierte RxL-Motiv in den drei Sequenzierten RTP1p-Vertretern aus 

Uromyces Arten, so ist dies weder bei Uf-RTP1p (159 AS von der Spaltsequenz) und 

Us-RTP1p (164 AS von der Spaltsequenz), noch bei Ua-RTP1p (ca. 162 AS von der 

Spaltsequenz) der Fall. Bei den AvrL567 Varianten liegt die Sequenz 75 bis 76 AS von der 

Spaltsequenz entfernt, während bei den ebenfalls von M. linii transferierten Proteinen, AvrM, 

AvrP4 und AvrP123 weder ein RxLR- noch ein RxL-Motiv identifiziert werden konnte. Die 

Funktionalität und Bedeutung dieses Motivs bei Rostpilzen ist somit fraglich. 

Fraglich ist jedoch auch, welche Bedeutung dem PEXEL-Motiv innerhalb des Stammes der 

Apikomplexa zufällt, da neue Genomanalysen zeigen, dass nur bei Vertretern der Gattung 

Plasmodium das Motiv von Bedeutung zu sein scheint (Sargeant et al., 2006). Es ist daher 

wahrscheinlich, dass auch bei Rostpilzen diese Sequenz zufällig auftritt, oder eine andere 

Funktion besitzt. Einen deutlichen Hinweis darauf liefert auch die Beobachtung, dass PIG15 

ein RxLR-Motiv (80 AS von der Spaltsequenz) aufweist, dieses Protein jedoch nicht in die 

Pflanze transferiert wird. 

Sequenzvergleiche zwischen den transferierten Proteinen von M. linii und den RTP1p 

Varianten ergaben keine Homologien auf Sequenzebene (Daten nicht gezeigt). Es ist jedoch 

nicht auszuschließen, dass Transfermechanismen auf strukturellen Gemeinsamkeiten beruhen 

(siehe strukturelle Besonderheiten von RTP1p 4.3.2.1). 

Ob und wie die PEXEL oder RxLR-Motive überhaupt in einen Transfermechanismus 

involviert sind und ob der Transfermechanismus von Plasmodium tatsächlich dem von 

Pflanzenpathogenen ähnlich ist, bleibt somit weiter ungeklärt (Ellis et al., 2006). 

 

RTP1p bot für cytologische Analysen des Transfers ideale Voraussetzungen, da spezifische 

Antikörper einen direkten Nachweis mithilfe fluoreszenzmikroskopischer sowie elektronen-

mikroskopischer Techniken, direkt im Wirt-Parasit-System ermöglichten. 
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Die Analyse erfolgte stets parallel in den beiden Pathosystemen U. fabae auf V. faba und 

U. striatus auf M. sativa. Die Auswahl der zwei Pathosysteme wurde zum Einen getroffen da 

es sich um nahe verwandte Roste handelt und somit homologe Proteine verglichen werden 

konnten, zum Anderen, da beide Roste verschiedene Wirtsspezifitäten aufweisen und so die 

Ergebnisse eine allgemeinere Aussage über den Transfer in pflanzliche Zellen erlauben. 

Hinzu kam, dass durch die Verwendung verschiedener Pathosysteme sowie verschiedener 

Antikörper, Artefakte durch falsch positive Bindungen der affinitätsgereinigten polyklonalen 

Antikörper (Sweet et al., 1991) vermieden wurden. 

Um in die Pflanzenzelle transferiert zu werden, muss RTP1p nach der Translation die Plasma-

membran des Haustoriums passieren. Aufgrund des Nachweises eines funktionellen 

Sekretionssignals sowie von N-Glykosylierungen (Kemen, 2006), kann davon ausgegangen 

werden, dass das Protein zunächst über Exocytose nach Passieren von ER und Golgi in den 

periplasmatischen Spalt sekretiert wird (Conesa et al., 2001). Da RTP1p weder im peri-

plasmatischen Spalt, noch in der Zellwandmatrix lokalisiert wurde, scheint ein schneller 

Transfer durch diese Kompartimente in die extrahaustorielle Matrix zu erfolgen. Der schnelle 

Durchtritt durch die Zellwandmatrix legt den Schluss nahe, dass RTP1p in diesem Stadium 

des Transfers sehr wahrscheinlich als Monomer vorliegt und noch keine Aggregate ausbildet, 

wie dies in der extrahaustoriellen Matrix oder dem pflanzlichen Cytoplasma beobachtet wurde 

(siehe hierzu 4.2.1 und 4.2.2). Das Postulat, RTP1p müsse bei diesem Transfer als Monomer 

vorliegen, wurde davon abgeleitet, dass für Erysiphe graminis, dem echten Mehltau auf 

Gerste, gezeigt werden konnte, dass Proteine über 40 kDa nicht durch die Zellwand und die 

Matrix diffundieren können (Green et al., 2002). Geht man davon aus, dass die haustorielle 

Zellwandstruktur von Rostpilzen, der von Mehltaupilzen aufgrund der konvergenten Ent-

wicklung von Haustorien (Schulze-Lefert und Panstruga, 2003) ähnlich ist, so sollte bereits 

ein Dimer des glykosylierten RTP1p, welches eine Größe von 47 kDa aufweist (Kemen, 

2006), im Periplasma oder der Zellwandmatrix zu nachweisbaren Konzentrationen akkumu-

lieren. Nachweisbare Konzentrationen des Proteins reichern sich jedoch in der extra-

haustoriellen Matrix, zwischen Zellwand und der extrahaustoriellen Membran sowie im 

pflanzlichen Cytoplasma nahe des Haustorienkörpers an (siehe Abbildung 3-1). Dass RTP1p 

meist direkt im Cytoplasma und nur selten in membranumhüllten Kompartimenten in der 

pflanzlichen Zelle lokalisiert wurde zeigt, dass ein Transfer über die extrahaustorielle 

Membran sowie aus den Endomembransystemen der Pflanze, erfolgen muss. Hinzu kommt, 

dass ein Protein, welches wie Uf-RTP1p in den Zellkern gelangt (siehe hierzu 3.2.4), immer 

zunächst das Cytoplasma passieren muss (Meier, 2001). Dies stellt einen klaren Unterschied 
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zu dem von Pyrenophora tritici-repensis sekretierten Protein PtrToxA dar, für das eine 

Aufnahme in das Cytoplasma postuliert wird, welches bisher jedoch nur in cytoplasmatischen 

Kompartimenten lokalisiert wurde (Manning und Ciuffetti, 2005). Nach Manning und 

Ciuffetti (2005) handelt es sich hierbei um endocytotische Kompartimente innerhalb der 

pflanzlichen Zelle. 

Da sich die extrahaustorielle Membran unter anderem in Eigenschaften wie einer reduzierten 

Konzentration an Glykolipiden, fehlenden Membranpartikeln (Littlefield und Heath, 1979; 

Mendgen und Hahn, 2002) sowie einer fehlenden ATPase Aktivität (Heath und Skalamera, 

1997) deutlich von der pflanzlichen Plasmamembran unterscheidet, wurden Analysen zur 

Permeabilität der Membran durchgeführt (siehe 3.1.2). Diese Analysen sollten klären, 

inwieweit es möglich ist, dass ein Protein wie RTP1p direkt die extrahaustorielle Membran 

passiert. Analog zu Versuchen wie sie mit Haustorien von E. graminis durchgeführt wurden 

(Aist und Bushnell, 1991), konnte auch bei U. fabae Haustorien, durch Veränderung des 

Osmotikums im umgebenden Medium, eine schnelle Ausdehnung der extrahaustoriellen 

Membran erreicht werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich bei der extrahaustoriellen 

Membran des Rostpilzes, wie bei der extrahaustoriellen Membran von Mehltaupilzen, um 

eine semipermeable Membran handeln muss, die keinen direkten Durchtritt eines Proteins wie 

RTP1p erlaubt. Die These, dass eine besondere Eigenschaft des Proteins nötig ist um die 

Membran zu passieren, wird weiter dadurch gestützt, dass das pilzliche Protein, PIG15p, 

welches wie RTP1p in die extrahaustorielle Matrix sekretiert wird (Hempel, 2005), in parallel 

durchgeführten Lokalisationsstudien nicht im pflanzlichen Cytoplasma lokalisiert wurde 

(siehe Abbildung 3-17). 

Neben der Analyse der biophysikalischen Charakteristika, erfolgte zusätzlich eine Charak-

terisierung morphologischer Besonderheiten der extrahaustoriellen Membran in ihrer 

Bedeutung für den Transfer. 

Für zahlreiche Roste wie Puccinia striiformis (Mendgen et al., 1991) und P. hemerocallidis 

(Mims et al., 2002) wurden Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran in das pflanzliche 

Cytoplasma beschrieben. Strukturanalysen der extrahaustoriellen Membran bei U. striatus 

und U. fabae zeigten, dass auch hier Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran bis weit 

in das pflanzliche Cytoplasma hineinreichten (siehe 3.1.1). In einigen Arbeiten wurde 

beschrieben, dass diese Einstülpungen in dichtem Kontakt mit dem rauen ER stehen (Harder 

und Chong, 1984; Mendgen et al., 1991). Insbesondere nach Cryo-REM-Analysen welche im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden, muss dieses Bild nun erweitert werden, da die 

verdickten Enden meist engen Kontakt zu Dictyosomen aufwiesen (Abbildung 3-2). Die 
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Verbindung zu den Endomembransystemen der Pflanze legt die Vermutung nahe, dass diese 

Kompartimente eine Rolle im Transfer von Proteinen in die pflanzliche Zelle spielen. Solche 

Ausstülpungen der Grenzmembran zwischen Wirt und Parasit können nicht nur bei 

Rostpilzen, sondern auch in zahlreichen anderen Pathogensystemen, wie z. B. dem 

Oomyceten Hyaloperonospora parasitica auf Arabidopsis thaliana (Mims et al., 2004) 

beobachtet werden. Im Zusammenhang mit der anfangs erwähnten Beobachtung von 

Rehmany et al. (2005), dass Oomyceten wie H. parasitica und Plasmodium eine sehr ähnliche 

Signalsequenz für den Transfer von Proteinen in die Wirtszelle aufweisen, ist die 

Beobachtung von Interesse, dass auch die Membran der parasitophoren Vakuole Ein-

stülpungen in das Cytoplasma des parasitierten Erythrocyten zeigt (Marti et al., 2005). Diese 

Einstülpungen werden als tubulovesikuläres Netzwerk (TVN) bezeichnet und werden von 

verschiedenen Autoren als Kompartimente für den Transfer von Proteinen im asexuellen 

Stadium des Malariaerregers diskutiert (Elford et al., 1995; Van Dooren et al., 2000). Hinzu 

kommt, dass Untersuchungen der Membran der parasitophoren Vakuole des zu Plasmodium 

nahe verwandten Erregers Toxoplasma gondii zeigten, dass diese nur wenige Membran-

partikel und keine ATPase-Aktivität aufweist (Sinai und Joiner, 1997). Die Analogie zu der 

extrahaustoriellen Membran haustorienbildender Pflanzenparasiten scheint somit 

offensichtlich.  

Für RTP1p wurde gezeigt, dass es sich innerhalb der Einstülpungen der extrahaustoriellen 

Membran anreichert. Naheliegend wäre somit ein Transfer über die Einstülpungen in das 

pflanzliche Cytoplasma. 

Immunocytologische Analysen des Transfers von RTP1p zeigen, dass nach der Akkumulation 

an der extrahaustoriellen Membran nur geringe Mengen RTP1p in Vesikeln oder den 

Dictyosomen infizierter pflanzlicher Zellen nachweisbar sind. Die höchste Konzentration 

findet sich im Cytoplasma der Pflanzenzelle und zwar unmittelbar in der Nähe des 

Haustoriums. Signifikant für die Lokalisation von RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma ist die 

proportionale Abnahme des Signals mit zunehmendem Abstand vom Haustorium. 

Aufgrund der Beobachtungen ergeben sich, nach zunehmender Wahrscheinlichkeit geordnet, 

die folgenden vier Modelle für einen Transfer von RTP1p in die Wirtszelle (Abbildung 4-2): 

Der direkte Übertritt von RTP1p über die extrahaustorielle Membran (4.1.1), die Beteiligung 

von Transportern (4.1.2), der endosomale Transfer (4.1.3) oder der retrograde Transfer unter 

Beteiligung des ERs (4.1.4). 
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Abbildung 4-2 Schema möglicher Wege für den Transfer von RTP1p aus dem Haustorium in das 
pflanzliche Cytoplasma 
I direkter Transfer von RTP1p über die extrahaustorielle Membran aufgrund besonderer Eigenschaften des 
Proteins (4.1.1). 
II durch Transporter vermittelte Aufnahme in das Cytoplasma (4.1.2) 
III Beteiligung der Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran für den endosomalen Transfer. Abgeschnürte 
Vesikel werden nach Fusion mit lytischen Vesikeln zu frühen Endosomen (transparentes Vesikel) (4.1.3). 
IV retrograder Transfer von RTP1p unter Beteiligung des gesamten Golgis (gestrichelte Linie) oder nur des 
trans-Golgi-Netzwerks (durchgezogene Linie) (4.1.4). 
PC: pflanzliches Cytoplasma, PN: pflanzlicher Zellkern, ER: endoplasmatisches Reticulum, E: Endosom, EM: 
extrahaustorielle Membran, EHM: extrahaustorielle Matrix, HN: haustorieller Zellkern. 
 

4.1.1 Direkter Übertritt von RTP1p über die extrahaustorielle Membran in 
das pflanzliche Cytoplasma 

Um herauszufinden ob RTP1p auch ohne pilzliche Infektionsstrukturen und ohne das 

Vorhandensein weiterer pilzlicher Proteine in die Pflanzenzellen aufgenommen wird, wurden 

Blätter von V. faba mit gereinigtem, heterolog in P. pastoris exprimiertem Protein (ΠRTP1p) 

infiltriert (siehe 3.1.3). Immunocytologische Analysen zeigten, dass ΠRTP1p an der Zellwand 

im Interzellularraum akkumuliert und offensichtlich nicht in der Lage ist die Zellwand zu 

passieren. Im Apoplasten und in den Zellen selbst konnte kein Signal detektiert werden. 

Dieses Ergebnis war insofern überraschend, da die immunocytologischen Analysen am 

nativen System gezeigt hatten, dass RTP1p die Zellwandmatrix des Haustoriums passiert. Wie 
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oben erwähnt liegt mit großer Wahrscheinlichkeit die Durchlässigkeit von Zellwandmatrix 

und extrahaustorieller Matrix bei nur 40 kDa (Green et al., 2002), wohingegen pflanzliche 

Zellwände wie die von Glycine max, eine schnelle Diffusion bis 36 kDa, eine etwas ver-

minderte bis 67 kDa und erst ab 120 kDa keine Durchlässigkeit mehr zeigen (Baron-Epel et 

al., 1988). 

Da ΠRTP1p trotz seiner Hyperglykosylierung nur eine Größe von 40 bis 45 kDa aufweist 

(Kemen, 2006), dürfte die pflanzliche Zellwand keine Diffusionsbarriere für ein ΠRTP1p 

Monomer darstellen. Wie sich jedoch in weiteren Versuchen zeigte (siehe hierzu Diskussion 

4.3.2.2), aggregiert das heterolog exprimierte Protein schnell zu höheren Aggregaten, die die 

120 kDa Ausschlussgröße überschreiten und so nicht mehr die Zellwand passieren können. 

Unklar ist, wie im nativen System die Aggregation von RTP1p zunächst verhindert und so der 

Durchtritt durch die haustorielle Zellwandmatrix ermöglicht wird. Denkbar sind jedoch 

Modifikationen am Protein selbst wie z. B. Palmitylierungen (Lam et al., 2006) oder eine 

Stabilisierung des Proteins durch chaperonähnliche Proteine, vergleichbar dem extrazellulären 

Chaperon Clustrin, welches eine Aggregation des menschlichen Apolipoproteins C-II (apoC-

II) verhindert (Hatters et al., 2002). 

Da beim Transfer von nativem RTP1p über die extrahaustorielle Membran keine störende 

pflanzliche Zellwand vorhanden ist, wurden V. faba Protoplasten präpariert und mit affinitäts 

gereinigtem ΠRTP1p inkubiert, um so die natürlichen Bedingungen besser zu simulieren. Es 

wurde gezeigt, dass diese Protoplasten in der Lage sind das Protein zu internalisieren. 

Dass verschiedenste Proteine ohne strukturelle Gemeinsamkeiten in der Lage sind die Plasma-

membran von pflanzlichen Protoplasten zu passieren, wurde für große Proteine wie Anti-

körper (Briere et al., 2004) oder Histon-Proteine (Rosenbluh et al., 2004) gezeigt. Ein 

Mechanismus für den Transfer dieser Proteine in die Protoplasten ist bisher auch hier nicht 

bekannt (Briere et al., 2004). 

Versuche mit Petunien Protoplasten zeigten jedoch, dass die Aufnahme von Histonen sowohl 

rezeptor- als auch temperaturunabhängig ist und die Zerstörung der Microtubuli durch 

Nocodazol keinen Effekt auf die Aufnahme zeigt (Rosenbluh et al., 2004). Eine Aufnahme 

durch Endocytose kommt somit für die Histone nicht in Frage. 

Für ΠRTP1p wurde beobachtet, dass die Aufnahme des Proteins durch vorherige Inkubation 

der Protoplasten in Kaliumcyanid vollständig gehemmt werden kann. Zwei Erklärungen sind 

hierfür denkbar: zum Einen wird durch Kaliumcyanid der cytochromabhängige Elektronen-

transport in den Mitochondrien inhibiert (McIntosh, 1994), was zu einem Energiedefizit in der 

Zelle führt und somit einen aktiven Aufnahmemechanismus inhibiert. Da pflanzliche Zellen 
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jedoch eine hohe Toleranz gegenüber Kaliumcyanid aufweisen und dieses abbauen können 

(Miller und Conn, 1980), ist mit diesem Effekt aufgrund der kurzen Inkubationszeit nicht zu 

rechnen. Wahrscheinlicher ist hingegen, dass das Cyanid die Protoplasten sensibilisiert und 

somit Abwehrreaktionen auslöst, welche eine Aufnahme von RTP1p verhindern. In 

Tabakpflanzen oder Rüben induziert Kaliumcyanid eine Resistenz gegen TMV (Tabak 

Mosaik Virus) bzw. TVCV (Turnip Vain Clearing Virus) (Wong et al., 2002). Cyanid führt in 

diesen Pflanzen zur Expression einer alternativen Oxidase (AOX), welche für die erhöhte 

Sensitivität gegenüber Viren verantwortlich sein könnte (Wong et al., 2002). Die Zellen 

zeigen bei Befall eine hypersensitive Reaktion (HR), bei der die Plasmamembran geschädigt 

wird (Jalloul et al., 2002). In den vorliegenden Experimenten mit ΠRTP1p könnte entweder 

der durch die Protoplastierung zuvor ausgelöste Stress oder ΠRTP1p selbst der Induktor von 

Abwehrreaktionen in den sensibilisierten Zellen sein. Zu klären weshalb ΠRTP1p nicht in 

diese Zellen internalisiert wurde, ist somit schwierig. Der Versuch zeigt jedoch, dass es sich 

bei der Aufnahme in die Protoplasten nicht um Artefakte bei der Präparation der Proben 

handelt, da eine Inhibierung möglich ist. 

Um die Abhängigkeit der Aufnahme von ΠRTP1p unter verschiedenen physiologischen 

Bedingungen zu testen, wurden die Protoplasten bei der Aufnahme des Proteins variierenden 

pH- und Redox-Bedingungen ausgesetzt.  

Peptide, bei welchen ein Transfer über die Plasmamembran bisher am besten untersucht 

wurde und welche in der Lage sind sowohl tierische Zellen als auch pflanzliche Protoplasten 

zu penetrieren, sind die CPPs, die Zell penetrierenden Peptide (Cell Penetrating Peptides) 

(Mae et al., 2005). Bedingung für den Transfer ist, neben der polaren Beschaffenheit der 

Membran, ein Membranpotential, um das Inserieren in die Lipiddoppelschicht und den 

Durchtritt in das Cytoplasma zu ermöglichen (Henriques und Castanho, 2004). 

Untersuchungen an pep-1, einem CPP welches von der Kernlokalisationssequenz des großen 

Antigens T des Simian Virus 40 abstammt zeigten, dass Proteine dieser Gruppe sowohl einen 

hydrophoben, Tryptophan reichen Bereich, als auch einen positiv geladenen, Lysin reichen 

Bereich besitzen (vergleiche kryptisches NLS bei RTP1p 4.2.3). Diese Sequenzabschnitte 

sind für die Integration in anionische Membranen und den Transfer durch die Membranen 

nötig (Henriques und Castanho, 2004). In der RTP1p Sequenz sind hydrophobe Bereiche 

vorhanden, in diesen konnte jedoch kein gehäuftes Auftreten an Tryptophan beobachtet 

werden. Kurze, positiv geladene Sequenzabschnitte befinden sich in einem Bereich des 

N-Terminus, welche als kryptische Kernlokalisationssignale identifiziert wurden (vergleiche 

Zielkompartiment Zellkern 4.2.3). 
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Ein ausreichendes Membranpotential für einen solchen Mechanismus könnte durch den 

niedrigen pH in der extrahaustoriellen Matrix zustande kommen. 

Von besonderem Interesse waren pH-Werte zwischen 5 und 6, da für die biotrophe 

Interaktion zwischen dem Mykorrhizapilz Glomus versiforme und seiner Wirtspflanze Allium 

porrum, beschrieben wurde, dass der pH in der Matrix zwischen den intrazellulären 

Arbuskeln und der pflanzlichen Plasmamembran, zwischen 4 und 6 liegen muss 

(Guttenberger, 2000). Da es sich bei dieser Interaktion, wie bei Rostpilzen, um eine biotrophe 

Interaktion zwischen Pflanze und Pilz handelt, in der die Interaktionszone von beiden 

Organismen beeinflusst wird (Hahn und Mendgen, 2001), kann spekuliert werden, dass auch 

die extrahaustorielle Matrix bei Rostpilzen einen niedrigen pH aufweist. Hinzu kommt, dass 

der pflanzliche Apoplast, dem die extrahaustorielle Matrix, nach dem Modell einer 

eingestülpten Plasmamembran ähnlich ist (siehe S. 98f.), ebenfalls einen niedrigen pH besitzt 

(Mühling und Lauchli, 2000) und somit pH-Werte zwischen 5 und 6 die natürlichen 

Bedingungen der Aufnahme am besten widerspiegeln. 

In den hierzu durchgeführten Versuchen zeigte sich jedoch, dass die Protonenkonzentration 

keinen Einfluss auf die Internalisierung von ΠRTP1p in die Protoplasten ausübt, wohl aber 

auf eine Aggregation des Proteins im umgebenden Medium (siehe hierzu Abbildung 3-6 und 

Diskussion 4.3.2.2). 

Bei pH 5 konnten auf der Oberfläche der Protoplasten starke Signale detektiert werden, 

welche durch anhaftendes, aggregiertes ΠRTP1p hervorgerufen wurden. Bereits bei pH 6 ging 

die Anzahl an Protoplasten mit aggregiertem Protein stark zurück und konnte bei pH 7 und 8 

nur noch vereinzelt beobachtet werden. Auf die Aufnahme in die Zelle zeigte die pH-

abhängige Aggregation jedoch keinen Einfluss. Bei allen analysierten pH-Werten konnte kein 

signifikanter Unterschied in der Aufnahme beobachtet werden, was die Unabhängigkeit des 

Aufnahmemechanismus vom pH zeigt und somit einen Mechanismus vergleichbar dem der 

CPPs, trotz vorhandener hydrophober sowie positiv geladener Bereiche, unwahrscheinlich 

macht. Offensichtlich kann zudem das an der Membran anhaftende, aggregierte ΠRTP1p 

nicht von den Zellen, phagocytotischen Mechanismen ähnlich, aufgenommen werden. Das 

aggregierte Protein scheint jedoch auch keinen hemmenden Effekt auf die Aufnahme 

auszuüben, da unabhängig von der Menge an aggregiertem Protein stets die selbe Anzahl an 

Protoplasten mit und ohne Signal in der Zelle detektiert wurden. Es liegt daher der Schluss 

nahe, dass im Gegensatz zu beschriebenen Proteinaggregaten in neurodegenerativen 

Krankheiten (Carrell, 2005), die hier detektierten Aggregate von ΠRTP1p mit großer 

Wahrscheinlichkeit für die Zelle nicht toxisch sind. 
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Bei den durchgeführten Versuchen war ein quantitativer Vergleich der Aufnahme in die 

Protoplasten bei verschiedenen pH Werten sehr schwierig, da die Schwankungen zwischen 

den Versuchsreplikationen die gemessenen Differenzen überschritten, so dass geringe 

Unterschiede in der Aufnahmeeffizienz nicht bestimmt werden konnten. Während bei pH 5 

und 6 sehr große Standardabweichungen beobachtet wurden, wurden sie mit zunehmendem 

pH immer geringer. Dies war besonders überraschend, da als Optimum für die Proto-

plastierung und Aufbewahrung der Protoplasten ein pH von 5,9 empfohlen wurde (Larkin, 

1976). Eine mögliche Erklärung kann lediglich in der verschieden starken Aggregation des 

Proteins gefunden werden, so dass die Konzentration an frei diffundierendem Protein, 

welches in die Protoplasten aufgenommen werden konnte, stark schwankte. Da Experimente 

mit DTT von Kemen (2006) dafür sprechen, dass bei der Bildung von RTP1p-Aggregaten 

Disulfidbrücken eine wichtige Rolle spielen, ist es nicht weiter überraschend, dass nach 

Zugabe von reduziertem Glutathion, die Reproduzierbarkeit der Aufnahme in die Protoplasten 

deutlich gesteigert wurde. 

Da nichts über den Redox-Status innerhalb der Interaktionszonen zwischen Pflanze und Pilz 

bekannt ist, wurden neben den oxidierenden Bedingungen auch reduzierende Bedingungen 

mit reduziertem Glutathion simuliert. Glutathion wurde als Reduktionsmittel verwendet, da 

für E. graminis bekannt ist, dass bei einer Infektion die Glutathion-Konzentrationen in der 

Zelle stark ansteigen, um so dem Anstieg radikaler Sauerstoffspezies, welche als Abwehr-

reaktion durch die Pflanze selbst produziert werden („oxidative burst“), entgegen zu wirken 

(Noctor et al., 2002). Neben dem intrazellulären Anstieg steigt bei inkompatiblen Inter-

aktionen mit Mehltaupilzen auch der apoplastische Glutathiongehalt stark an (Foyer et al., 

2001), wodurch zumindest für kurze Zeit reduzierende Bedingungen in Cytoplasma und 

Apoplast entstehen könnten. 

Nach Zugabe von Glutathion zu ΠRTP1p im Überstand, wurde die Anheftung von 

aggregiertem ΠRTP1p an die Oberfläche der Protoplasten deutlich reduziert, jedoch die 

Aufnahme in die Protoplasten nur um den Faktor 0,2 bis 0,5 gesteigert. In Kombination mit 

weiteren Faktoren könnte zumindest in vivo eine Reduktion der Aggregation auch zu einer 

gesteigerten Aufnahme führen. Die Versuche zeigen jedoch, dass die Protoplasten nur bedingt 

als Modellsysteme geeignet sind. 

Da weder pH, noch Redox-Zustand einen signifikanten Einfluss auf die Aufnahme von 

ΠRTP1p zeigen, könnte es sich ebenfalls um eine „passive“ Aufnahme des Proteins in die 

Protoplasten handeln. Eine solche „passive“ Aufnahme beruht bei Protoplasten auf der 

Osmolarität des umgebenden Mediums (Morris und Homann, 2001). Für Vicia faba Zellen 
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wurde beschrieben, dass diese in hypertonischem Medium endocytotische Vesikel oder 

Vakuolen von 0,3 bis 1,5 µm Größe von der Plasmamembran ausgehend internalisieren 

(Morris und Homann, 2001). Bei einer solchen Internalisierung könnten an der Membran 

anhaftende, oder in hoher Konzentration im umgebenden Medium vorliegende Proteine wie 

ΠRTP1p aufgenommen werden. Ein solcher Mechanismus korreliert mit der Beobachtung, 

dass ΠRTP1p in den Protoplasten in distinkten Kompartimenten vorliegt und nicht wie im 

nativen System eine graduelle Verteilung im Cytoplasma aufweist. 

Die Protoplastenversuche zeigen, dass ΠRTP1p über die Plasmamembran in den Protoplasten 

internalisiert wird, dort jedoch, vergleichbar dem Toxin ToxA von Pyrenophora tritici-

repentis (Manning und Ciuffetti, 2005), aufgrund seiner Lokalisation mit hoher Wahr-

scheinlichkeit in membranumhüllten, endocytotischen oder vakuolären Kompartimenten 

vorliegt. Wege diesen Aufnahmemechanismus näher zu analysieren, könnten zum Einen 

Versuche zur Temperaturabhängigkeit bieten, da bei Experimenten mit Fluoreszenzmarkern 

gezeigt wurde, dass die Endocytose in pflanzlichen Zellen stark temperaturabhängig ist 

(Emans et al., 2002). Zum Anderen stehen zahlreiche Endocytose-Hemmer wie z. B. 

Latrunculin A, Cytochalasin B oder auch Wortmannin zur Verfügung, die einen Eingriff in 

verschiedene Stadien der Aufnahmemechanismen ermöglichen (Aniento und Robinson, 

2005). 

Ein Transfer aus den endocytotischen Kompartimenten in das Cytoplasma scheint nicht zu 

erfolgen, was die Vermutung nahe legt, dass pilzliche Faktoren an dieser Stelle des Transports 

eine Rolle spielen könnten. Um solche pilzlichen Interaktionspartner, vorausgesetzt sie sind 

proteinogenen Ursprungs, zu finden, kommt in erster Linie ein Yeast Two-Hybrid-System in 

Frage. Kolokalisationsstudien könnten dann Aufschlüsse über den Ort der Interaktion geben. 

Die Hypothese, dass weitere pilzliche Faktoren beteiligt sein müssten, widerspricht jedoch 

den Beobachtungen von Catanzariti et al. (2006) welche zeigten, dass AvrM-A und –D aus 

Melampsora linii, von einer Zelle sekretiert und gleichzeitig über ein cytoplasmatisches 

Resistenzprotein derselben Zelle, detektiert werden. Die Erkennung durch ein cyto-

plasmatisches Resistenzprotein erfordert in diesen Versuchen eine Aufnahme des Avirulenz-

proteins in das pflanzliche Cytoplasma, in Abwesenheit pilzlicher Faktoren. In wie weit der 

Aufnahmemechanismus von AvrM-A oder –D mit dem von RTP1p übereinstimmt bleibt 

jedoch zu klären, insbesondere, da zwischen den Proteinen keine Sequenzhomologien 

bestehen. Dennoch wäre es für eine weitere Analyse des Aufnahmemechanismus von 

Interesse, für RTP1p ein vergleichbares Testsystem mit einem cytoplasmatischen Resistenz-

rezeptor zu etablieren (siehe Ausblick S. 135) 
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es sich beim Transfer von RTP1p in das 

Cytoplasma, offensichtlich um einen komplexeren Aufnahmemechanismus handelt, der in 

Protoplastenversuchen nicht hinreichend simuliert werden kann. In vivo könnte daher ein 

Wechselspiel zwischen pilzlichen und pflanzlichen Faktoren nötig sein, um einen 

funktionellen Aufnahmemechanismus zu gewährleisten. 

4.1.2 Transporter vermittelte Aufnahme in das pflanzliche Cytoplasma 

Bakterien nutzen für den Transport zahlreicher Proteine zur Beeinflussung der pflanzlichen 

Zelle, ein Typ III Sekretionssystem, welches in der Lage ist die pflanzliche Zellwand sowie 

die Plasmamembran zu durchstoßen (Grant et al., 2006). Da das Typ III Sekretionssystem für 

seinen Aufbau sowie seine Funktion, in allen bisher analysierten Systemen, eine Doppel-

membran benötigt, wie sie z. B. bei Gram- negativen Bakterien auftritt (Gophna et al., 2003), 

ist der Aufbau eines solchen Transfermechanismus in der extrahaustoriellen Matrix auszu-

schließen, da die haustorielle Membran nur als einfache Plasmamembran vorliegt. 

Ein Proteintransporter der von allen eukaryontischen Organismen kodiert und in die äußere 

Membran von Mitochondrien inseriert wird, ist der TOM-Komplex (Translocase of the 

mitochondrial Outer Membrane) (Dolezal et al., 2006). Dieser Komplex erlaubt den Transfer 

partiell gefalteter Proteine über die äußere Membran von Mitochondrien. Die partielle Faltung 

wird durch cytoplasmatische Chaperone sichergestellt, die eine endgültige Faltung des 

Proteins verhindern und so den Transfer gewährleisten (Pfanner et al., 2004). Arbeiten an in 

vitro Systemen zeigten, dass für einen Proteintransfer über die Membran von Lipidvesikeln 

der TOM-Komplex von Neurospora crassa, zusammen mit Tim9/Tim10 ausreicht (Vasiljev 

et al., 2004). Wäre der Rostpilz nun in der Lage einen TOM-ähnlichen Komplex in die 

extrahaustorielle Membran zu inserieren oder zumindest die Pflanze dazu zu veranlassen, so 

könnte ein Chaperon gebundenes RTP1p, wie es für den Transfer durch die Zellwand und die 

extrahaustorielle Matrix postuliert wurde (siehe S. 92), durch einen solchen Transporter in das 

pflanzliche Cytoplasma transferiert werden. Da bei der Isolierung von Rosthaustorien die 

extrahaustorielle Membran verloren geht (Hahn und Mendgen, 1992) und bisher keine 

Methode für eine Isolierung der Membran gefunden wurde, ist eine Analyse der Protein-

zusammensetzung und somit die Identifikation von Transportsystemen unmöglich. Hinweise 

auf ein solches Transfersystem könnten daher lediglich Crosslinking- und Immuno-

präzipitations-Versuche im nativen System liefern, wie sie von Kemen (2006) bereits etabliert 

wurden. Die geringen Mengen an RTP1p im Vergleich zur Gesamtproteinmenge in der 

Pflanze erschweren jedoch die Anwendbarkeit dieser Methoden. Meist zeichnen sich die 

durch Transporter transferierten Proteine durch spezifische Präsequenzen oder interne Signale 
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aus (Hartl et al., 1987; Pfanner und Wiedemann, 2002), die bisher bei RTP1p nicht 

identifiziert werden konnten. Ein direkter Transfer über die extrahaustorielle Membran 

mithilfe eines Transporters, muss daher als reine Spekulation angesehen werden. 

4.1.3 Endosomaler Transfer in das Cytoplasma 

Für alle bisher beschriebenen Transfermechanismen, wurden die an der extrahaustoriellen 

Membran beobachteten Einstülpungen vernachlässigt und als Oberflächenvergrößerung der 

Interaktionszone zwischen Pilz und Pflanze angesehen. Wahrscheinlich ist jedoch, dass diese 

Einstülpungen, in welchen RTP1p unmittelbar an der Membran nachgewiesen wurde, am 

Transfer in die pflanzliche Zelle beteiligt sind. 

Um die Bedeutung dieser Strukturen beim Transfer von RTP1p genauer zu betrachten, muss 

zunächst die Genese der Ausstülpungen näher untersucht werden. Dass die Strukturen der 

Einstülpungen durch den Pilz und nicht durch die Wirtspflanze induziert wird, wurde 

cytologisch nachgewiesen, da Puccinia graminis sowohl auf Hafer, als auch auf Weizen die 

selben Strukturen ausbildet, während die durch P. coronata auf Hafer induzierten Strukturen 

sich deutlich unterscheiden (Harder und Chong, 1984). Da in der vorliegenden Arbeit 

beobachtet wurde, dass die Ausstülpungen an den dikaryotischen Haustorien erst in 

vollständig differenzierten, späten Stadien auftreten und nicht an den Wachstumsspitzen der 

Haustorien, scheint eine besondere Differenzierung der extrahaustoriellen Membran nötig zu 

sein. Für die Entstehung der extrahaustoriellen Membran sind zwei Modelle denkbar, die 

verschiedene Konsequenzen für mögliche Fusionen mit anderen Membransystemen der 

Pflanze sowie der Entstehung der Einstülpungen mit sich bringen: 

Das gängigste Modell zur Entstehung der extrahaustoriellen Membran bei Rostpilzen besagt, 

dass die Membran eine Einstülpung der Plasmamembran darstellt, welche weiter differenziert 

wird (Mendgen und Hahn, 2002). Die pflanzliche Plasmamembran weist an Zellplatten sich 

teilender pflanzlicher Zellen tubuläre Strukturen auf, welche den Einstülpungen der 

extrahaustoriellen Membran morphologisch ähnlich sind. Diese Strukturen sind in 

pflanzlichen Zellen stark in Endo- und Exocytose involviert (Verma und Hong, 2005). Die 

Entstehung der Einstülpungen wird dadurch erklärt, dass abhängig von der Calcium-

konzentration, welche in den Bereichen der Membranveränderungen sehr hoch ist, sich 

anlagerndes Dynamin als Tubulase verhält und so ein Wachstum der Einstülpungen bewirkt. 

Als Pinchase verhält sich Tubulin bei niedrigen Calciumkonzentrationen, was zu einer 

Abschnürung von Vesikeln am Ende der Einstülpungen führt (Verma und Hong, 2005). 

Das zweite Modell geht davon aus, dass die Penetration des Pilzes in die pflanzliche Zelle 

eher einem phagocytotischen Prozess der pflanzlichen Zelle entspricht und somit die extra-
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haustorielle Membran der einer pflanzlichen Vakuole (Boller und Wiemken, 1986) oder durch 

weitere Differenzierung, der einer parasitären Vakuole ähnlich ist wie sie bei Pathogenbefall 

tierischer Zellen auftritt (Parniske, 2000).  

Die Ausbildung einer parasitären Vakuole ist ein komplexes Wechselspiel zwischen Wirt und 

Pathogen. Für Toxoplasma gondii, einem Parasiten tierischer Zellen aus dem Reich der 

Protozoa wurde gezeigt, dass die Penetration in die Wirtszelle darüber entscheidet, in welche 

intrazellulären Kompartimente der Parasit gelangt und ob er durch Fusion lytischer Vesikel 

degradiert oder sich vermehren kann (Joiner et al., 1990). Ähnliches wurde auch in der 

Interaktion zwischen Mykorrhizapilzen und der P. sativum Mutante Myc(-2) beobachtet 

(Gianinazzi-Pearson, 1996). Während Arbuskel in Wurzelzellen von P. sativum mehrere Tage 

überleben, kommt es in den Wurzelzellen von Myc(-2)-Mutanten unmittelbar nach der 

Penetration zu einer Degradation des Pilzes (Harrison, 1999). 

Eine besondere Eigenschaft bei der Bildung parasitärer Vakuolen ist, dass sie im Gegensatz 

zur konventionellen Phagocytose, nicht mit lytischen Vesikeln fusionieren. Sie werden daher 

als nicht fusogene Vakuolen bezeichnet (Sinai und Joiner, 1997). Ein Indiz für die Theorie, 

dass ein ähnlicher Mechanismus auch bei der Bildung der extrahaustoriellen Membran 

zugrunde liegt, könnten die Arbeiten an den Proteinen PEN1 aus Arabidopsis und ROR1 aus 

Gerste sein, welche Homologie zu Syntaxinen zeigen. Syntaxine gehören zur Superfamilie der 

SNARE-Komplexe und vermitteln in Pathogeninteraktionen möglicherweise die Membran-

fusion von Vesikeln mit antimikrobiellem Inhalt (Collins et al., 2003). Collins et al. (2003) 

konnten zeigen, dass für eine Inkompatibilität von E. graminis f. sp. hordei die Funktionalität 

der SNARE-Komplexe und ein dadurch vermitteltes Andocken von Vesikeln an die Membran 

wichtig ist. Werden PEN1 bzw. ROR1 deletiert, so wird die Anfälligkeit gegenüber 

E. graminis deutlich gesteigert. Im Umkehrschluss könnte daher gefolgert werden, dass in 

kompatiblen Interaktionen keine Fusion von Vesikeln mit der extrahaustoriellen Membran 

erfolgen kann. Dies könnte daran liegen, dass in kompatiblen Interaktionen eine nicht 

fusogene Membran ausgebildet wird, während in inkompatiblen dies nicht der Fall ist. Nach 

seinem Transfer in das Cytoplasma könnte RTP1p einer der Faktoren sein, die eine 

Fusogenität von Vesikeln mit der extrahaustoriellen Membran beeinflussen (siehe 4.3.2.2). 

Betrachtet man die extrahaustorielle Membran von U. fabae oder U. striatus sowie die daraus 

hervorgehenden Einstülpungen in das pflanzliche Cytoplasma, so erkennt man auf der 

Plasmaseite der Membran leicht diffuse Auflagerungen (siehe Abbildung 3-2 und Abbildung 

3-3). In cytologischen Arbeiten über das Wirt-Parasit-System U. vignae / Vigna sinensis 

wurden die Fortsätze der extrahaustoriellen Membran als tubuläre „coated pits“ bezeichnet, da 
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gezeigt werden konnte, dass es sich bei der Auflagerung auf die Membran um Clathrin 

handelt (Stark-Urnau, 1994; Stark-Urnau und Mendgen, 1995). 

Die Struktur der Ausstülpungen, zusammen mit der Auflagerung von Clathrin zeigen große 

Homologie zu „coated endosomes“ sowie dem daraus hervorgehenden, von Bonifacino und 

Rojas (2006) beschriebenem, endosomalen Netzwerk. Auf dem Weg in das Wirtscytoplasma, 

nutzten verschiedene bakterielle Toxine wie z. B. das Anthraxtoxin, verschiedene chlostri-

diale Neurotoxine sowie das Diphtherietoxin, die endosomalen Kompartimente (Falnes und 

Sandvig, 2000). Besonders gut untersucht ist hierbei der Transfer des Diphtherietoxins 

(Falnes und Sandvig, 2000). Das Diphterietoxin benötigt endosomale Kompartimente mit sehr 

niedrigem pH, welche zu einer Denaturierung des Proteins führen. Nur in denaturiertem 

Zustand kann das Protein in das Cytoplasma transferiert werden, wo es unter Verbrauch von 

ATP durch den CTP (Cytoplasmic Translocation Factor)-Komplex zurückgefaltet wird (Ratts 

et al., 2003). 

Da die Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran starke Einschnürungen zeigen, ist es 

sehr wahrscheinlich, dass an diesen Einschnürungen eine Abspaltung erfolgt. Die so 

abgespaltenen Vesikel könnten eine Fusionskompetenz mit sauren, lytischen Vesikeln 

aufweisen und so eine Denaturierung und einen Transfer von RTP1p in das Cytoplasma 

ermöglichen, vergleichbar dem Mechanismus des Diphterietoxins. Betrachtet man jedoch die 

Eigenschaften der Multimerisierung und Filamentbildung von RTP1p (vgl. funktionelle 

Aspekte der Aggregationsdomäne von RTP1p 4.3.2.2), so könnte hier ein anderer 

Mechanismus zum tragen kommen. Durch die Azidifizierung des Kompartiments wird die 

Multimerisierung von RTP1p stark begünstigt. RTP1p Filamente könnten sich aufgrund ihres 

unverzweigten Wachstums selbst durch die Plasmamembran hindurchschieben und so in das 

Cytoplasma der Wirtspflanze gelangen. Für filamentbildende Proteine wie Prion-Proteine 

wurde beschrieben, dass lösliche Multimere die Plasmamembran effektiver permeabilisieren 

als lange Filamente (Demuro et al., 2005). Es ist somit wahrscheinlicher, dass RTP1p 

ebenfalls lösliche Multimere bildet, welche die Vesikel permeabilisieren und so in das 

Cytoplasma gelangen, wo sie sich zu den beobachteten Filamenten zusammenlagern (siehe 

3.2.3). Dass höhere unlösliche Aggregate von Uf-RTP1p nicht cytotoxisch sind, konnte wie in 

4.1.1 diskutiert mithilfe der Protoplastenversuche nachgewiesen werden. Sollte es sich bei der 

Degradation der Membran durch lösliche Multimere um einen schnellen Prozess handeln, so 

könnte dies auch erklären, weshalb RTP1p nur selten in Vesikeln detektiert wird. 

Eine membranpermeabilisierende und damit schädigende Wirkung von löslichen ΠRTP1p 

Multimeren im Gegensatz zu unlöslichen Aggregaten könnte auch erklären, weshalb bei den 



Diskussion   101 

Protoplastenversuchen nur zwischen 20 und 30% der Zellen nach einer 30-minütigen 

Inkubation, ΠRTP1p intrazellulär aufwiesen. Bei der Aufnahme von Antikörpern (Briere et 

al., 2004) oder Histon-Proteinen (Rosenbluh et al., 2004) lag laut Literatur, die Effizienz nahe 

100% und somit 4 bis 5 mal höher als mit Uf-RTP1p. Um die Hypothese der membran-

schädigenden Wirkung von RTP1p weiter zu verifizieren sowie eine Vorstellung über 

Bedingungen und Geschwindigkeit dieses Vorgangs zu erlagen, könnten Permeabilitäts- und 

Vitalitätsstudien mithilfe der Protoplasten von Bedeutung sein. Die Etablierung einfacher 

Massentests, wie z. B. durch Färbung mit FDA (Fluoresceindiacetat) zur Beurteilung des 

Zustandes der Zellen (Larkin, 1976), könnten hierbei hilfreich sein. 

4.1.4 Retrograder Transport 

Der von den meisten Toxinen genutzte Transportweg in das Cytoplasma einer Zielzelle ist der 

retrograde Transport über Golgi und endoplasmatisches Reticulum (Falnes und Sandvig, 

2000). Diesen Transportweg nutzen sowohl virale Toxine wie z. B. das K28 „Killer Toxin“ 

(Eisfeld et al., 2000), bakterielle Toxine wie z.B. das Choleratoxin (Feng et al., 2004) oder 

pflanzliche Toxine wie Ricin (Sandvig und van Deurs, 2002). Diese Toxine werden als 

AB-oxine bezeichnet, da sie aus einer A und einer B Untereinheit bestehen. Für die 

Aktivierung der Toxine ist häufig eine proteolytische Spaltung nötig, wobei die Spaltprodukte 

über Disulfidbrücken kovalent verbunden bleiben (Falnes und Sandvig, 2000). Für das K28 

„Killer Toxin“, welches von permanent Virus infizierten Saccharomyces serevisiae Stämmen 

sekretiert wird wurde gezeigt, dass durch die proteolytische Spaltung ein ER-Retentionssignal 

exponiert wird, welches im Präprotein aufgrund seiner Lage nicht funktionell ist (Riffer et al., 

2002). 

Sowohl für Uf-RTP1p als auch Us-RTP1p konnte von Kemen (2006) gezeigt werden, dass 

zumindest das heterolog exprimierte Protein im N-Terminus prozessiert wird und Disulfid-

brücken zwischen den beiden Untereinheiten theoretisch möglich sind. Im Gegensatz zu K28 

oder dem Choleratoxin enthält keine der bekannten RTP1p Sequenzen ein ER-Retentions-

signal. Dass der retrograde Transport in das ER auch ohne eine KDEL oder KDEL-ähnliche 

Sequenz möglich ist, konnte für Ricin sowie das Shigatoxin gezeigt werden (Sandvig und van 

Deurs, 2002). Überraschend war auch die Entdeckung, dass das Choleratoxin für seinen 

Transport von der Plasmamembran in das Cytoplasma die KDEL Sequenz nicht benötigt, 

diese jedoch die Effizienz erhöht (Lencer et al., 1995). Für das Choleratoxin konnte in 

weiteren Arbeiten gezeigt werden, dass es einen Glykolipid abhängigen retrograden Weg 

benutzt, der von der Plasmamembran über Endosomen in das trans-Golgi-Netzwerk führt und 

von dort direkt, ohne den Golgi zu passieren in das ER transportiert wird (Feng et al., 2004). 
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Für die Aufnahme und den Transport bindet das Toxin an das Gangliosid GM1, ein 

Glykolipid, welches in „Lipid Rafts“ integriert und mit diesen von der Zelle aufgenommen 

wird (Fujinaga et al., 2003). 

Die für diese Art der Bindung nötigen Glykolipid- oder Sphingolipid-Bindedomänen zeichnen 

sich durch eine Haarnadelstruktur aus, welche entweder durch eine „α-Helix-Turn-α-Helix“- 

Struktur oder „β-Faltblatt-Turn-β-Faltblatt“-Struktur gebildet wird. Innerhalb des Turns oder 

Loops muss mindestens eine aromatische Aminosäure liegen, welche die Protein-Kohlen-

hydrat-Bindung vermittelt (Fantini, 2003). Ein solches Motiv findet sich innerhalb eines hoch 

konservierten Bereichs im C-Terminus von RTP1p, welcher in weiteren Analysen als eine 

Aggregationsdomäne identifiziert wurde (siehe hierzu Ergebnisse 3.3.3 und 3.3.4 sowie 

Diskussion 4.3.2.1). Dass Sphingolipid-Bindedomänen innerhalb von Aggregationsdomänen 

liegen konnte bereits für Prion-Proteine (PrP) gezeigt werden (Mahfoud et al., 2002). Sowohl 

bei Prion-Proteinen als auch bei Toxinen wie dem Choleratoxin führt die Bindung an 

Glykolipide zu einer Akkumulation in Lipidrafts (Fantini, 2003). Im Fall des Choleratoxins 

wurde gezeigt, dass diese Rafts für den retrograden Transport in das ER verantwortlich sind 

(Fujinaga et al., 2003). Die Bindung von Filipin an die extrahaustorielle Membran von 

U. appendiculatus und Puccinia coronata (Harder und Mendgen, 1982) deutet darauf hin, 

dass auch hier Lipidrafts vorhanden sind, welche für einen Transport von RTP1p 

verantwortlich sein könnten. Wichtig bleibt in diesem Zusammenhang zu klären, ob innerhalb 

der Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran vermehrt Lipidrafts auftreten. Auffällig 

ist, dass die Immunogoldsignale innerhalb der Einstülpungen nur unmittelbar an der Membran 

und nicht im Inneren der Einstülpungen vorliegen, wohingegen in anderen Bereichen der 

Matrix, insbesondere bei U. fabae, RTP1p nur selten in unmittelbarem Kontakt mit der 

extrahaustoriellen Membran lokalisiert wurde. Diese Beobachtung könnte für eine spezifische 

Bindung von RTP1p an die extrahaustorielle Membran in Einstülpungen sprechen, die über 

eine Bindung an Glykolipide erfolgen könnte. 

Eine Erklärung weshalb RTP1p nur in sehr geringen Konzentrationen in verschiedenen 

endocytotischen Kompartimenten wie Vesikel oder Golgi detektiert wird, könnte an der Art 

der Aufnahme von Glykolipiden liegen. So konnte für das Choleratoxin gezeigt werden, dass 

es nach Bindung an ein Glykolipid über jegliche endocytotische Aufnahmemechanismen wie 

z.B. Clathrin-, Caveolin- oder auch Arf6-abhängige Mechanismen aufgenommen wird. Nach 

Hemmung dieser Wege werden weitere, zum Teil noch nicht näher charakterisierte endo-

cytotische Mechanismen genutzt (Massol et al., 2004). 
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Da es aufgrund dieser vielfältigen Aufnahmemechanismen, welche zudem gleichzeitig 

genutzt werden können, nicht zu einer Akkumulation des Proteins in einem der jeweils 

involvierten endocytotischen Kompartimente kommt, ist ein cytologischer Nachweis 

schwierig. Für die Problematik der Lokalisation von Proteinen in exo- und endocytotischen 

Kompartimenten spricht zudem, dass RTP1p weder im ER und Golgi, noch in sekretorischen 

Vesikeln des Pilzes lokalisiert werden konnte, obwohl es sich bei RTP1p um ein kon-

ventionell sekretiertes, pilzliches Protein handelt (Hempel, 2005; Kemen, 2006). Der selbe 

Sachverhalt wurde bei der Lokalisation einer von U. fabae sekretierten Invertase (Voegele et 

al., 2006) beobachtet. 

Obwohl die Mechanismen der Aufnahme über die Membran sehr divers sind, nutzen alle 

bisher untersuchten Proteine, welche über den retrograden Transport in das Cytoplasma trans-

portiert werden, für ihren Transfer das ER-assoziierte Protein-Degradationssystem (ERAD) 

(Lord et al., 2003). Dass weder Uf-RTP1p noch Us-RTP1p bisher im ER lokalisiert werden 

konnten zeigt, dass es sich um einen schnellen Mechanismus handeln muss, bei dem es zu 

keiner Akkumulation kommt. Für Toxine wie z. B. Ricin erklären Sandvig und van Deurs 

(2002), dass diese nicht in Golgi und ER lokalisiert werden können, da zum Einen die 

Aufnahme in diese Kompartimente deutlich langsamer ist als der Transfer, zum Anderen, dass 

die enorme Ausdehnung dieser Kompartimente an denen der Transfer erfolgt, eine 

Lokalisation erschwert. 

Durch das ERAD-System werden falsch gefaltete Proteine im ER erkannt und über das Sec61 

Translokon, zum Abbau durch das Proteasom, in das Cytoplasma transferiert (Kostova und 

Wolf, 2003). Für ein Protein, welches diesen Weg nutzt, sind drei Eigenschaften wichtig: 

erstens muss das Protein als falsch gefaltet erkannt und aufgefaltet werden, zweitens muss das 

Protein dem Abbau durch das Proteasom entgehen und drittens muss es in der Lage sein sich 

erneut im Cytoplasma korrekt zu falten. 

Wie von Kemen (2006) gezeigt, besitzt sowohl Us- als auch Uf-RTP1p zwei funktionelle 

N-Glykosylierungsstellen. N-Glykosylierungen sind wesentliche Stellen der Qualitäts-

kontrolle innerhalb des ERs. Falsch oder unvollständig gefaltete Proteine werden aufgrund 

ihrer unvollständig prozessierten Zuckerketten durch den Calnexin-Cyclus im ER zurück-

gehalten und durch das „ER degradation enhancing α-mannosidase I-like“-Protein (EDEM) 

dem Transfer durch Sec61 zugeführt (Molinari et al., 2003). Dieser Mechanismus konnte 

anhand des pflanzlichen Toxins Ricin in tierischen Zellen experimentell nachgewiesen 

werden (Slominska-Wojewodzka et al., 2006). Naheliegend ist daher, dass die Glykosylierung 
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des pilzlichen Proteins in der Pflanze ebenso als falsch erkannt wird, wie das pflanzliche 

Protein in der tierischen Zelle. 

Da das heterolog in P. pastoris exprimierte Uf-RTP1p eine um 15 bis 20 kDa größere 

Glykosylierung als das native Protein aufweist, könnte ein Grund weshalb ΠRTP1 nicht in 

das Cytoplsma der Protoplasten aufgenommen wurde darin liegen, dass die Glykosylierung 

von ΠRTP1p im pflanzlichen ER aufgrund ihrer Größe oder Struktur nicht funktionell ist. 

Während die Internalisierung des Proteins, in membranumhüllte Kompartimente, über die 

Glykolipid-Bindedomäne unabhängig von der Glykosylierung ist (Ceriotti et al., 1998), kann 

der Transport über Sec61p nur bei passender Bindung der Glykosylierung erfolgen. 

Zur Auffaltung des Proteins im ER sind Disulfidisomerasen nötig, welche Disulfidbrücken 

aufspalten um so den Transfer durch Sec61p zu gewährleisten. ERp72, ein Disulfid-

Isomerase-ähnliches Protein wurde als wesentlicher ER-Retentionsfaktor des Choleratoxins 

identifiziert, welches nicht die Auffaltung, sondern den Transport in den Golgi und somit 

wieder aus der Zelle hinaus verhindert (Forster et al., 2006). Da auch RTP1p fünf Cysteine 

enthält welche Disulfidbrücken ausbilden können, könnte ERp72 eine Rolle für den Transfer 

von RTP1p spielen und so einen Effizienzverlust durch das Fehlen eines ER-Retentions-

signals ausgleichen. 

Bei Proteinen, welche als falsch gefaltet identifiziert und in das Cytoplasma transferiert 

werden, erfolgt noch während des Transfers eine Deglykosylierung durch eine Peptid-N-

Glykosidase (PNGase). Für Ricin konnte gezeigt werden, dass dieses Toxin der 

Deglykosylierung entgeht und auch im Zielcytoplasma in glykosylierter Form vorliegt (Rapak 

et al., 1997). Wie Kemen (2006) in Westernblotanalysen nach Immunoaffinitätschromato-

graphie zeigen konnte, liegt Uf-RTP1p sowohl in glykosylierter als auch in deglykosylierter 

Form in Proben infizierter Pflanzenzellen vor. Da RTP1p nach der Sekretion mit großer 

Wahrscheinlichkeit glykosyliert in der extrahaustoriellen Matrix vorliegt, könnte die 

deglykosylierte Form dem Signal im Cytoplasma entsprechen. Nur im Cytoplasma sind die 

entsprechenden Glucosidasen vorhanden die eine vollständige Deglykosylierung ermöglichen 

(Suzuki et al., 2006). Ob es sich bei den deglykosylierten Proteinen um solche handelt, 

welche sich nicht schnell genug im Cytoplasma rückfalten konnten und deshalb 

deglykosyliert wurden ist nicht klar. Möglich ist, dass deglykosylierte Proteine bei der 

Immunoaffinitätsreinigung besser als glykosylierte von den an die Säule gekoppelten 

Antikörpern gebunden werden und es so zu einer starken Anreicherung sonst für den Abbau 

durch das Proteasom bestimmter Moleküle kommt. 
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Eine weitere wichtige Frage bei diesem Aufnahmemechanismus ist somit das Umgehen des 

Abbaus durch das Proteasom. Proteine, welche durch Sec61p in das Cytoplasma gelangen, 

werden während ihres Transfers an Lysinresten ubiquitinyliert und so für den Abbau markiert. 

Um diesem Abbau zu entgehen besitzen Toxine wie das Ricin einen sehr geringen Lysin-

Gehalt (Lord et al., 2003). 

Betrachtet man Uf-RTP1p, so besitzt dieses eine relativ hohe Lysin-Frequenz von 3,5%. Es 

konnte jedoch für Ricin zusätzlich gezeigt werden, dass für die Ubiquitinylierung nur 

exponierte Lysine für eine Bindung zur Verfügung stehen (Deeks et al., 2002). Es ist daher 

anzunehmen, dass RTP1p bei seinem Transfer nicht abgebaut wird, da die vorhandenen 

Lysine nicht exponiert sind. Strukturelle Analysen des Gesamtproteins sind jedoch nötig, um 

dies zu belegen. Eine wichtige Rolle bei der Blockierung der Ubiquitinylierung durch das 

Verdecken der Lysine könnte zusätzlich die Aggregation des Proteins spielen. 

Der retrograde Transfer durch das ER scheint für RTP1p von allen diskutierten Mechanismen 

der wahrscheinlichste zu sein. Im Gegensatz zum direkten Transfer (4.1.1), vermag der 

retrograde Mechanismus den Transfer des überwiegend hydrophilen Proteins durch die 

Membran zu erklären. Obwohl das Modell des Transporter vermittelten Transfers über die 

extrahaustorielle Membran (4.1.2) dies ebenfalls vermag, zeigt dieses Modell seine 

Schwachstellen darin, dass erklärt werden muss, wie eine Aggregation des Proteins bis zum 

Transfer verhindert wird und wie ein Proteintransporter vom Pilz in die extrahaustorielle 

Membran inseriert wird. Der endosomale Transfer (4.1.3) löst zwar das Problem des 

Membranübertritts, da jedoch eine Mindestkonzentration von RTP1p für die Aggregation und 

damit Multimerisierung nötig ist, sollte es möglich sein, eine größere Anzahl an Vesikeln mit 

Immunogoldsignalen zu detektieren. Zudem erklärt dieses Modell nicht, weshalb RTP1p in 

den Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran eine Membranassoziation aufweist. 

Um zu klären ob RTP1p tatsächlich ER und Golgi passiert, ist ein Einsatz von Hemmstoffen 

naheliegend, der zu einer Akkumulation von RTP1p in den entsprechenden Kompartimenten 

führen könnte. Da für den retrograden Transfer bis in das ER jedoch viele verschiedene Wege 

in Frage kommen (Spooner et al., 2006), verspricht eine Hemmung von Sec61 wie sie von 

Nilsson et al. (2001) mithilfe von Sterolen beschrieben wurde, am meisten Erfolg. 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist naheliegend, dass dieser Mechanismus zumindest 

in seinen Grundzügen relevant für RTP1p ist und somit auch für weitere in die Pflanze 

transferierte Proteine aus weiteren Rosten und anderen Pilzen oder auch Oomyceten relevant 

sein sollte. Da strukturelle Motive wie die Sphingolipid-Bindedomäne als Hinweis auf den 

Transfermechanismus identifiziert wurden, sollte es möglich sein, weitere Proteine aufgrund 
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von Strukturhomologien zu identifizieren und zu analysieren. Ein Beispiel hierfür ist das vor 

kurzem identifizierte, RTP1p-Homolog aus Melampsora medusae f. sp. deltoidae 

(persönliche Mitteilung Dr. D.L. Joly, Centre de recherche en biologie forestière, Université 

Laval, QC, Kanada). Insbesondere diese Homologen könnten zeigen, ob weitere Bereiche 

neben der Glykolipid-Bindedomäne für einen Transfer relevant sind und welche Rolle die 

Aggregationsdomäne insbesondere bei der Blockierung eines Abbaus spielt (siehe Diskussion 

4.3.2.2). 

Eine wichtige Frage die ebenfalls zu klären bleibt ist, wie es der Pilz verhindert, dass RTP1p 

über den retrograden Transport in das Cytoplasma des Haustoriums gelangt. Zwei Möglich-

keiten sind hierbei anzuführen: sollte RTP1p bis in das ER gelangen, so sollte der Pilz das 

eigene Protein als korrekt gefaltet erkennen und erneut über den sekretorischen Weg nach 

außen transportieren. 

Da die Aufnahme möglicherweise auf der Wechselwirkung zwischen einer Hexose, wie z. B. 

Galaktose, eines Glykolipids und einem Aromaten des Proteins beruht, könnten freie Hexosen 

in hohen Konzentrationen die Wahrscheinlichkeit einer Bindung reduzieren. Wie von Vögele 

et al. (2006) gezeigt wurde, befindet sich im extrazellulären Bereich zwischen haustorieller 

Plasmamembran und der extrahaustoriellen Membran eine vom Pilz sekretierte Invertase, 

welche die pflanzliche Saccharose in Glucose und Fructose spaltet. Da diese Invertase 

aufgrund ihrer Größe im periplasmatischen Spalt nahe der pilzlichen Plasmamembran 

lokalisiert sein sollte, könnte diese an der Bildung der nötigen Hexosen beteiligt sein, welche 

die Wahrscheinlichkeit einer Bindung an die pilzliche Membran reduzieren. Auch unter 

diesen Bedingungen könnten die Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran aufgrund 

ihrer von der extrahaustoriellen Matrix isolierten Position, eine wichtige Rolle als Hexose 

freie oder zumindest -reduzierte Kompartimente spielen. So könnten diese Matrixkomparti-

mente eine Bindung an die extrahaustorielle Membran und somit einen Transfer begünstigen. 
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4.2 Zielkompartimente 

Die cytologischen Ergebnisse bei der Untersuchung des Transfers zeigen, dass RTP1p in 

distinkten Bereich der extrahaustoriellen Matrix sowie im Cytoplasma der Pflanze 

akkumuliert. Doch welche dieser Kompartimente sind die Zielkompartimente für RTP1p, wo 

ist das Protein tatsächlich nützlich für den Pilz? 

Obwohl bei P. infestans, P. sojae und P. ramorum jeweils mehr als 100 potenziell trans-

ferierte Proteine identifiziert wurden (Kamoun, 2006) und sowohl bei P. infestans, M. linii 

und M. grisea einige charakterisiert werden konnten (Jia et al., 2000; Armstrong et al., 2005; 

Catanzariti et al., 2006), lagen bisher keine Daten über die subzelluläre Verteilung dieser in 

die Pflanzenzelle transferierten Proteine vor. Die hier vorliegende Arbeit liefert die erste 

detaillierte Lokalisationsanalyse eines transferierten Proteins auf subzellulärer Ebene. 

Diese detaillierte cytologische Analyse wurde dadurch ermöglicht, dass verschiedene poly-

klonale Antikörper aus den Arbeiten von Hempel (2005) und Kemen (2006) zur Verfügung 

standen. Alle gereinigten Antikörper ergaben eine nahezu identische Lokalisation von RTP1p, 

zeigten jedoch abhängig von den zur Immunisierung verwendeten Antigenen, unter-

schiedliche Selektivität gegenüber Uf- und Us-RTP1p. Die Verwendung verschiedener 

Antikörper aus verschiedenen polyklonalen Antiseren war vor allem nötig, um der häufig 

entgegengebrachten Kritik der fehlenden Spezifität polyklonaler Antikörper besonders in 

pflanzlichem Gewebe (Benhamou, 1995), entgegen zu treten.  

Weshalb dennoch polyklonale Antikörper gegenüber monoklonalen für die Cytologie bevor-

zugt wurden, lag an der zu erwartenden höheren Sensitivität, da polyklonale Antikörper stets 

gegen verschiedene Epitope eines Proteins gerichtet sind und somit das Signal deutlich 

verstärkt wird (Stirling, 1990). 

4.2.1 Zielkompartiment Matrix 

Sowohl in symbiontischen als auch in parasitischen Interaktionen stellt die Zellwand die 

äußerste Zone der Interaktion dar. Die pilzliche Zellwand ascomyceter Hefen, welche häufig 

als Modellsysteme verwendet werden, besteht zu 50 bis 60% aus Glucanen, zu 1 bis 2% aus 

Chitin und zu 35 bis 40% aus Mannoproteinen (Molina et al., 2000). Tritt ein Pilz mit seiner 

Wirtspflanze in Interaktion, so kommt es zu einer stadienspezifischen Umformung von 

Zellwandbestandteilen, die sowohl die Zusammensetzung der Polysaccharide als auch der 

Zellwandproteine betrifft (Hardham und Mitchell, 1998). 

Während in Appressorien bereits zahlreiche Proteine lokalisiert werden konnten (Hutchinson 

et al., 2002), liegen über Proteine der haustoriellen Zellwand sowie der extrahaustoriellen 
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Matrix bisher nur wenige Daten vor. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl 

Uf- als auch Us-RTP1p vor ihrem Transfer in die pflanzliche Zelle, eine starke Akkumulation 

in der extrahaustoriellen Matrix aufweisen. Während Proteine wie das 62 kDa Glykoprotein 

von Erysiphe pisi sowohl in der extrahaustoriellen Matrix, als auch in der Zellwandmatrix von 

Hyphen nachgewiesen werden konnte (Mackie et al., 1991), wurde RTP1p spezifisch nur in 

der extrahaustoriellen Matrix detektiert. Als Grenze für eine Ausbreitung des Proteins in die 

Zellwandmatrix der Haustorienmutterzelle oder des pflanzlichen Apoplasten, wurde der 

Halsring identifiziert (siehe 3.2.2), welcher schon seit langem als generelle Diffusionsbarriere 

für Moleküle der extrahaustoriellen Matrix diskutiert wird (Heath, 1976). Eine Begrenzung 

der Lokalisation von RTP1p auf die extrahaustorielle Matrix und das verhindern des 

Austretens in den Apoplasten könnte für den Pilz von Bedeutung sein, da zahlreiche 

sekretierte pilzliche Glykoproteine wie z. B. Avr2 von Cladosporium fulvum (Rooney et al., 

2005), im Apoplasten der Pflanze als Elicitoren fungieren und somit Abwehrreaktionen 

induzieren (Nimchuk et al., 2003). 

Während die meisten Proteine an der Hyphenspitze sekretiert werden und von dort aus in die 

Zellwand oder Zellwandmatrix gelangen (Conesa et al., 2001), scheint dies für RTP1p nicht 

der Fall zu sein. Weder Uf- noch Us-RTP1p konnten an der Wachstumsspitze von Haustorien 

lokalisiert werden, nur vollständig differenzierte Bereiche der Matrix wiesen ein starkes 

Signal auf. Dies unterstützt die Beobachtungen von Harder und Chong (1984), dass 

Haustorien in der Postpenetrationsphase weitere Differenzierungen durchlaufen. Auch 

verdeutlicht dies, dass RTP1p offensichtlich nicht frei entlang der extrahaustoriellen Matrix 

diffundiert, sondern auf bestimmte Subkompartimente beschränkt ist. 

Die elektronenmikroskopischen Daten zeigen, dass RTP1p nicht nur eine longitudinale 

Subkompartimentierung in der extrahaustoriellen Matrix aufweist (Abbildung 3-9), sondern 

zusätzlich eine transversale Kompartimentierung vorliegt (siehe 3.1.1, insbesondere 

Abbildung 3-1). Sowohl Uf- als auch Us-RTP1p akkumulieren an einem Übergang zwischen 

einem Elektronen-dichten Bereich, und einem Elektronen-transparenten Bereich der 

Interaktionszone zwischen Pilz und Pflanze. Hierbei entspricht der Elektronen-dichte Bereich 

der modifizierten haustoriellen Zellwand (Chong et al., 1986) und der Elektronen-transparente 

Bereich, der als gelartig postulierten extrahaustoriellen Matrix (Hardham und Mitchell, 1998). 

Je nach Dicke dieser Matrix konnte RTP1p entweder dichter an, oder in größerem Abstand 

von der extrahaustoriellen Membran detektiert werden. Dies bekräftigt die These, dass RTP1p 

nicht frei in der gelartigen Matrix diffundiert. Für die meisten Proteine der Zellwandmatrix ist 

bekannt, dass sie entweder wie das Zellwandprotein aus Magnaporthe grisea, EMP1 
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(„Extracellular matrix protein 1“), über GPI- Anker (Ahn et al., 2004) oder wie die „alcali-

sensitive linkage“-Zellwandproteine (ASL-CWPs) über noch unbekannte kovalente 

Bindungen mit der Zellwand verbunden sind (De Groot et al., 2005). Obwohl RTP1p weder 

signifikante Modifikationsstellen für GPI-Anker aufweist (Eisenhaber et al., 1999), noch 

Homologie zu Konsensussequenzen von PIR Proteinen, einer Hauptgruppe der ASL-CWPs 

zeigt (De Groot et al., 2005), konnte RTP1p auch auf der Oberfläche isolierter Haustorien 

detektiert werden, bei welchen lösliche Proteine durch zahlreiche Waschschritte entfernt 

werden. Auf der Oberfläche dieser Haustorien zeigen immunocytologische Studien eine 

Markierung filamentartiger Strukturen ähnlich den bei pathogenen Pilzen wie Candida 

albicans (Chaffin et al., 1998) oder Colletotrichum sp. (Hutchinson et al., 2002) gefundenen 

pilzlichen Fimbriae. Pilzliche Fimbriae enthalten überwiegend Glykoproteine deren 

Zusammensetzung zwischen verschiedenen Arten und je nach Aufgabe stark variiert (Celerin 

und Day, 1998). Bei Brandpilzen wie Microbotryum violaceum konnte gezeigt werden, dass 

die pilzlichen Fimbriae ein Kollagen-ähnliches Protein enthalten (Celerin et al., 1996). Ob die 

immunocytologisch markierten Filamente in der extrahaustoriellen Matrix aus einer 

Agglomeration von RTP1p mit anderen Proteinen wie z. B. Kollagen-ähnlichen entstehen 

oder ob RTP1p in der Lage ist selbst Filamente in diesem extrazellulären Kompartiment zu 

bilden, konnte in vivo nicht eindeutig geklärt werden. Die Tatsache, dass heterolog 

exprimiertes ΠRTP1p sowie ein von der RTP1p Sequenz abgeleitetes Peptid, RTP1p135-155, 

ebenfalls in der Lage ist Filamente auszubilden (siehe Ergebnisse 3.3.5 und 3.3.6 sowie 

Diskussion 4.3.2), spricht dafür, dass RTP1p das strukturgebende Protein in den Filamenten 

in der extrahaustoriellen Matrix sein könnte. 

Die Bedeutung von Fimbriae liegt überwiegend in der Adhäsion eines Pathogens an seinen 

Wirt (Perfect et al., 2001; Krautgartner et al., 2003). Die Adhäsion an die Wirtszelle wird 

durch eine Bindung von Lectin-ähnlichen Glykoproteinen in den Fimbriae an Sphingolipide 

der Membran erreicht (Krautgartner et al., 2003). Wie bereits in vorhergehenden Kapiteln 

ausgeführt (Aufnahme in die Zelle über retrograden Transfer 4.1.4), besitz RTP1p ebenfalls 

eine potenzielle Glykolipid-Bindedomäne. RTP1p könnte somit eine strukturgebende oder 

zumindest stabilisierende Eigenschaft in der extrahaustoriellen Matrix zukommen, noch bevor 

große Mengen des Proteins in die Pflanze transferiert werden. Da RTP1p jedoch nicht an der 

Membran akkumuliert, und die gelartige Matrix stark ausgedehnt werden kann, so dass der 

Abstand zwischen den RTP1p-Lokalisationssignalen und der Membran größer wird, scheint 

eine Bindung mit Bestandteilen der Zellwand wahrscheinlicher, als eine Interaktion mit der 

extrahaustoriellen Membran. Zudem scheint die extrahaustorielle Membran im Vergleich zur 
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pflanzlichen oder pilzlichen Plasmamembran, geringere Mengen an Glykolipiden zu ent-

halten, wie durch Kontrastierung mit Phosphorwolframsäure gezeigt wurde (Soylu, 2004). Zu 

klären bleibt jedoch, ob die Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran besondere 

Membrankompartimente mit erhöhten Glykolipidanteilen darstellen. Da RTP1p in den Ein-

stülpungen, im Gegensatz zu den übrigen Bereichen der extrahaustoriellen Membran, eine 

dichte Membranassoziation aufweist, könnte zum Einen wie bereits für den endosomalen 

Transfer (4.1.3) oder den retrograden Transport (4.1.4) diskutiert, hier der Transfer statt-

finden, zum Anderen könnte RTP1p für eine Stabilisierung dieser Subkompartimente 

verantwortlich sein. 

4.2.2 Zielkompartiment Cytoplasma 

Dass auch andere Rostpilzproteine, wie z. B. die AvrL567 Varianten von M. linii in das 

Cytoplasma gelangen müssen, konnte aufgrund ihrer Erkennung durch cytoplasmatisch 

exprimierte Resistenzproteine gezeigt werden (Dodds et al., 2004). Wo diese Interaktionen 

jedoch erfolgen und dass das Cytoplasma ein heterogenes Kompartiment mit zahlreichen 

darin befindlichen Organellen darstellt, wurde bei diesen Analysen nicht berücksichtigt. 

Cytologische Daten liegen bisher nur von der Lokalisation toxischer Proteine, wie dem 

pilzlichen ToxA des nekrotrophen Ascomyceten Pyrenophora tritici vor (Manning und 

Ciuffetti, 2005). Heterolog exprimiertes ToxA konnte nach Applikation in Blattgewebe 

kompatibler Triticum aestivum Kultivare in distinkten Kompartimenten innerhalb der Wirts-

zellen sowie in Chloroplasten lokalisiert werden (Manning und Ciuffetti, 2005). Die 

Lokalisation im Cytoplasma der Pflanzenzellen zeigt eine deutliche Übereinstimmung mit der 

Lokalisation von ΠRTP1p in Vicia faba Protoplasten, unterscheidet sich jedoch stark von der 

Lokalisation des nativen RTP1p. Manning und Ciuffetti (2005) postulieren, dass es sich bei 

der distinkten Lokalisation im Cytoplasma um endocytotische Kompartimente handelt, wobei 

der Transfer aus diesen Kompartimenten in die Chloroplasten unbekannt ist. Zu einer 

graduellen Verteilung im Cytoplasma wie dies für natives RTP1p charakteristisch ist, kommt 

es bei ToxA jedoch nicht. 

Die Beobachtung, dass RTP1p ohne Membranumhüllungen direkt im pflanzlichen Cyto-

plasma vorliegt, jedoch nicht durch Diffusion oder Cyclose homogen über das Cytoplasma 

verteilt wird, legt die Vermutung nahe, dass RTP1p auch hier, wie in der extrahaustoriellen 

Matrix entweder gebunden oder als Multimer mit entsprechender Größe vorliegen muss. 

In das Cytoplasma transferierte Virulenzfaktoren welche an das Cytoskelett der Wirtszelle 

binden, konnten bisher nur in Interaktionen mit pathogenen Bakterien beobachtet werden. So 

bindet z. B. das „Salmonella invasion protein A“ (SipA) an Actin-Filamente des Wirt-
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Cytoskeletts, stabilisiert dieses und hilft somit eine phagocytotische Aufnahme des Pathogens 

in sonst nicht phagocytotisch aktive Zellen einzuleiten (McGhie et al., 2004). Dass auch bei 

der Infektion von Vertretern der Gattung Uromyces die Umorganisation des Cytoskeletts eine 

wichtige Rolle spielt, konnte in Arbeiten von Skalamera und Heath (1998) gezeigt werden: 

bei kompatiblen Interaktionen von U. vignae mit V. unguiculata kommt es zu einer 

Fokusierung des Cytoskeletts auf die Infektionsstelle, wohingegen in inkompatiblen Inter-

aktionen keine Fokusierung zu beobachten ist. Eine Interaktion von RTP1p mit dem 

Cytoskelett könnte erklären, weshalb das Protein nicht frei im Cytoplasma diffundiert. Offen-

sichtlich handelt es sich bei der Bündelung des Cytoskeletts um eine rostspezifische Form der 

Interaktion, da bei der Interaktion von Erysiphe graminis mit Hordeum vulgare keine 

Bündelung des Cytoskeletts in kompatiblen Interaktionen beobachtet wurde (Kobayashi et al., 

1992). 

Mit immunoelektronenmikroskopischen Analysen des Cytoplasmas wurde gezeigt, dass 

RTP1p ein Signal Maximum zwischen der extrahaustoriellen Membran und Organellen wie 

Chloroplasten oder dem pflanzlichen Zellkern aufweist. Mit den konventionellen Verfahren 

des immunocytologischen Nachweises auf der Oberfläche von in Harz eingebetteten Proben, 

konnten keine Strukturen im Cytoplasma identifiziert werden. Aus diesem Grund wurde eine 

spezielle Tiefätztechnik entwickelt und etabliert (siehe Material und Methoden, Elektronen-

mikroskopie 2.8, sowie Ergebnisse Abbildung 3-11). Mit dieser Methode konnten die von 

Skalamera und Heath (1998) beschriebenen und bisher nur fluoreszenzmikroskopisch 

nachgewiesenen Cytoskelett-Bündel um das Haustorium herum elektronenmikroskopisch 

sichtbar gemacht werden. RTP1p konnte in diesen Bereichen zwischen assoziierten 

Organellen und der extrahaustoriellen Membran sowohl an die Mikrofilamente assoziiert, als 

auch unmittelbar im Cytoplasma lokalisiert werden. Stärkere Vergrößerungen zeigten wie 

bereits in der extrahaustoriellen Matrix, Immunosignale an filamentartigen Strukturen. Bei 

diesen immunocytologisch markierten Strukturen könnte es sich um die Bindung von RTP1p 

an Mikrofilamente im Cytoplasma handeln wie dies für SipA (McGhie et al., 2004) be-

schrieben wurde oder um eine Filamentbildung aus RTP1p Multimeren. Da bereits Filamente 

mit RTP1p-Nachweis in der Matrix lokalisiert und weitere Filamente immunocytologisch im 

Cytoplasma nachgewiesen wurden, ist es unwahrscheinlich, dass es sich um eine Bindung von 

RTP1p an Filamente handelt, da weder intrazelluläre Fimbriae noch extrazelluläre Kompo-

nenten des Cytoskeletts wahrscheinlich sind. Diese Beobachtung ist ein weiterer Hinweis 

darauf, dass RTP1p das strukturgebende Element dieser Filamente sein könnte. Sollte RTP1p 

somit tatsächlich in der Lage sein Filamente im Cytoplasma auszubilden, so könnte RTP1p an 
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der bei U. vignae beobachteten Fokusierung des Cytoskeletts (Skalamera und Heath, 1998) 

beteiligt sein, indem es eine Quervernetzung der Mikrofilamente bewirkt. Ein Hinweis darauf, 

dass RTP1p jedoch nur mit Aktinfilamenten und nicht mit Mikrotubuli interagiert, lieferten 

die Versuche mit Hemmstoffen (siehe 3.2.5.3). Während Hemmstoffe, welche sich auf die 

Stabilität der Mikrotubuli auswirken keinen Effekt auf die Lokalisation von RTP1p zeigten, 

war nach Zugabe von Cytochalasin B, einem Aktin-Hemmstoff, elektronenmikroskopisch 

kein Nachweis von RTP1p im Cytoplasma mehr möglich (vgl. 4.2.4 S.116). Zwei Er-

klärungen sind für die Beobachtung denkbar: erstens, RTP1p kann aufgrund der zerstörten 

Aktinfilamente nicht mehr transferiert werden und bereits transferiertes Protein besitzt eine 

Halbwertszeit die unter der Inkubationszeit mit Cytochalasin B von 12 h liegt; zweitens, 

RTP1p ist mit Aktinfilamenten assoziiert. Werden diese cytoskelettalen Filamente zerstört, so 

diffundiert RTP1p frei im Cytoplasma und verdünnt sich zu cytologisch nicht mehr 

nachweisbaren Konzentrationen. 

Dass es besonders zwischen den Organellen wie Chloroplasten und der extrahaustoriellen 

Membran zu einer Akkumulation von RTP1p kommt, ist ein weiteres Indiz für die Interaktion 

von RTP1p mit dem Cytoskelett, da insbesondere Chloroplasten von einem Aktin-Netzwerk 

umgeben sind (Kandasamy und Meagher, 1999). 

Um die Hypothese weiter zu stützen, sind sowohl lichtmikroskopische als auch elektronen-

mikroskopische Kolokalisationsstudien von RTP1p mit den Komponenten des Cytoskeletts, 

insbesondere mit Aktin, von Bedeutung. Abschließende Beweise einer Interaktion können 

jedoch nur durch FRET-Experimente, vergleichbar den im tierischen System durchgeführten 

Ansätzen zum Nachweis der Interaktion von Cofilin mit Aktin (Chhabra und dos Remedios, 

2005), erhalten werden. 

4.2.3 Zielkompartiment Zellkern 

In der Abwehr gegen eukaryontische oder prokaryontische Pathogene spielt der Zellkern der 

Wirtszelle eine wichtige Rolle. Bereits vor oder während der Penetration eines eukary-

ontischen Pathogens, wandert der Zellkern an den Ort der potenziellen Penetration, wo es zum 

Aufbau von Papillen (Schmelzer, 2002) oder im Fall von Rostpilzen, zumindest zu einer 

Verstärkung der Zellwand kommt (Xu und Mendgen, 1997). 

Bei prokaryontischen Infektionen konnte die Beteiligung des Zellkerns an der Umwandlung 

von Elicitor induzierten Ca2+-Signalen in Abwehrreaktionen gezeigt werden (Garcia-Brugger 

et al., 2006). Es ist daher nicht weiter verwunderlich, dass zahlreiche von pathogenen 

Bakterien in das Wirts-Cytoplasma transferierte Proteine, wie das AvrBs3 von Xanthomonas, 



Diskussion   113 

im Zellkern lokalisiert sind und mit der Transkription von Wirtsgenen interferieren (Szurek et 

al., 2001). 

Es war daher auch nicht weiter überraschend, dass Uf-RTP1p, welches wie AvrBs3 ein Kern-

lokalisationssignal besitzt, im Zellkern von Vicia faba lokalisiert werden konnte und somit in 

der Arbeit von Hempel (2005) als im Kern lokalisiert beschrieben wurde. Detaillierte 

Lokalisationsstudien zeigten jedoch, dass die Verteilung von Uf-RTP1p im Zellkern sich 

deutlich von der anderer kernlokalisierter Proteine wie AvrBs3 von Xanthomonas (Gürlebeck 

et al., 2005) oder VirD2 von Agrobacterium (Tinland et al., 1992) unterschied (siehe 3.2.4). 

Während diese Proteine eine homogene Verteilung im Zellkern aufweisen, zeigt Uf-RTP1p 

eine graduelle Verteilung, ähnlich der eines Diffusionsgradienten. Betrachtet man die von 

A. Kemen im Westernblot ermittelte Größe des nativen Uf-RTP1p von 23 bzw. 25 kDa und 

die Ausschlussgröße pflanzlicher Kernporen von 40 bis 60 kDa (Raikhel, 1992), so ist 

ersichtlich, dass Uf-RTP1p auch ohne Kern-Lokalisations-Signal in den pflanzlichen Zellkern 

gelangen kann. Überraschender waren hingegen die Beobachtungen, dass Us-RTP1p trotz 

seiner geringen Größe von 25 kDa nur in wenigen Fällen in den Kern diffundiert. Welcher 

Mechanismus könnte dieser Beobachtung zu Grunde liegen? NPR1, ein essenzieller Regulator 

der „Systemic Acquired Resistance“ (SAR), liegt in Abhängigkeit des Redox-Zustandes der 

Zelle entweder im Cytoplasma oder im Zellkern vor. Hierbei führen intermolekulare Disulfid-

brücken zu einer Multimerisierung von NPR1 und somit zu einem Kernausschluss. Kommt es 

zu einer Induktion der SAR, so verändert sich das Redox-Potential des Cytoplasmas, die 

Disulfidbrücken werden reduziert und NPR1 kann in den Kern gelangen, wo es als Signal-

transduktions-Faktor fungiert (Mou et al., 2003). Da zumindest für Uf-RTP1p gezeigt werden 

konnte, dass dieses ebenfalls in der Lage ist Multimere zu bilden, könnte auch hier ein 

ähnlicher Mechanismus vorliegen, der die Konzentration an RTP1p im pflanzlichen Zellkern 

reguliert. Neben den Redox-Bedingungen konnte zudem gezeigt werden, dass auch die 

Osmolarität sowie die Protonenkonzentration einen Einfluss auf die Multimerisierung von 

RTP1p ausüben und somit die Regulation der Bildung von Mutimeren noch komplexer ist als 

bei NPR1 (siehe 4.3.2.1). Welche Funktion das NLS in der Sequenz von Uf-RTP1p und bei 

der Aufnahme in den Zellkern spielt ist jedoch unklar. M. Rafiqi (publiziert in (Kemen et al., 

2005b)) konnte in transient transformierten Tabak-Protoplasten zeigen, dass das NLS von 

Uf-RTP1p im Gegensatz zu dem bei Us-RTP1p gefundenen NLS, funktionell ist. Versuche 

von Kemen (2006) mit stabil transformierten P. pastoris Kulturen zeigten hingegen, dass in 

diesem System das Uf-RTP1NLS nicht funktionell ist. Prion-Proteine, welche wie RTP1p 

sekretierte und glykosylierte Proteine mit der Fähigkeit zur Aggregation sind, besitzen eben-
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falls im N-Terminus Kern-Lokalisations-Sequenzen (Gu et al., 2003). Diese NLS werden 

jedoch als kryptisch angesehen, da ihnen im intakten, vollständig prozessierten Protein keine 

Funktion zukommt. Gu et al. (2003) postulieren aufgrund ihrer Versuche zur Funktionalität 

dieser NLS, dass Prion-Proteine zunächst durch cytoplasmatische Peptid:N-Glycanasen 

(PNGasen) deglykosyliert werden müssen, bevor sie in den Zellkern gelangen, da ein Transfer 

nur im deglykosylierten Zustand möglich ist. 

Die Lokalisationsdaten, zusammen mit den Transformationsexperimenten zeigen, dass es sich 

zumindest bei Uf-RTP1p um ein kryptisches NLS handelt, welches nur unter bestimmten 

Bedingungen funktionell ist. Nicht auszuschließen ist, dass RTP1p im Cytoplasma sowohl 

glykosyliert als auch deglykosyliert vorliegt und nur in deglykosylierter Form in den Zellkern 

gelangt (siehe retrograder Transport 4.1.4). Da sich die Bedingungen in einer Zelle während 

der Entwicklung und Differenzierung der pilzlichen Infektionsstrukturen kontinuierlich 

morphologisch und biochemisch verändern (Heath und Skalamera, 1997; Vanacker et al., 

1998), kann eine Funktion nur unter Berücksichtigung dieser Dynamik gefunden werden, wie 

dies für die Kernlokalisation von NPR1 ebenfalls der Fall war (Mou et al., 2003). Wie bei 

NPR1 wird auch die Aggregation und die Dissoziation durch zahlreiche Faktoren beeinflusst 

(siehe 4.3.2.2). 

4.2.4 Dynamik der Lokalisation 

In der ersten Phase der Penetration einer Wirtszelle durch Oomyceten (Schmelzer, 2002), 

biotrophe Pilze wie Mehltaupilze (Koh et al., 2005) und Rostpilze (Mould und Heath, 1999) 

oder hemibiotrophe Pilze wie Colletotrichum (Shan und Goodwin, 2004), wandert der 

Zellkern, wie oben ausgeführt, an den Ort der Penetration. Nach erfolgreicher Penetration des 

Pathogens in die Wirtszelle und Etablierung erster intrazellulärerer Infektionsstrukturen, 

verlässt der Zellkern den Ort der Penetration und wandert an seine ursprüngliche Position in 

der Zelle (Heath, 1997). Im Gegensatz zur ersten Phase der Penetration in der die Ent-

scheidung über eine kompatible oder inkompatible Interaktion fällt und in der meist deutlich 

sichtbare Symptome wie Papillenbildung oder hypersensitiver Zelltod auftreten (Schmelzer, 

2002), ist über die weitere intrazelluläre Differenzierung nur wenig bekannt. 

Im Gegensatz zu bisher publizierten Arbeiten wurde in der vorliegenden Arbeit die 

haustorielle Entwicklung in einer kompatiblen Interaktion zwischen U. fabae und V. faba von 

der Etablierung des Haustoriums, bis zum Ende der Interaktion analysiert und mit 

immunocytologischen Daten der Lokalisation von Uf-RTP1p korreliert (siehe 3.2.5). Mithilfe 

dieser Korrelation konnte eine stadienspezifische Lokalisation von Uf-RTP1p identifiziert 

werden, welche aufzeigt, dass sich die Differenzierung eines Haustoriums in der Wirtszelle 
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nicht nur auf die Morphologie oder die Zusammensetzung der extrahaustoriellen Membran 

begrenzt (Roberts et al., 1993), sondern weitreichender ist als bisher erwartet. 

Während des ersten Stadiums der haustoriellen Differenzierung (Stadium A), welches von 

Harder und Chong (1984) als Expansionsphase bezeichnet wurde und in welchem der 

pflanzliche Zellkern das Haustorium wieder verlassen hat (Heath et al., 1997), kann 

Uf-RTP1p nur in der extrahaustoriellen Matrix lokalisiert werden. Zwei mögliche Ursachen 

könnten für diese Beobachtung verantwortlich sein: erstens, ein Transfer in die pflanzliche 

Zelle findet statt, die Konzentration des Proteins erreicht jedoch die kritische Schwelle für 

eine Aggregation nicht (Harper und Lansbury, 1997). Unter diesen Bedingungen kann 

Uf-RTP1p keine ausreichend großen Aggregate bilden und wird durch Cyclose bedingte 

Konvektion oder Diffusion (Pickard, 2003) gleichmäßig über das Cytoplasma verteilt. Ein 

immunocytologischer Nachweis wäre aufgrund der geringen Konzentration nicht möglich. 

Die zweite und wahrscheinlichere Ursache könnte darin liegen, dass die extrahaustorielle 

Membran erst weiter differenziert werden muss, bevor ein Transfer erfolgen kann. Die 

Beobachtung, dass ein 200 kDa Glykoprotein, welches während der ersten vier Tage der 

Infektion von Erysiphe pisi auf Pisum sativum nur in der pflanzlichen Plasmamembran 

beobachtet werden konnte, von Tag fünf an mit steigender Intensität, jedoch in der 

extrahaustoriellen Membran detektiert wurde (Roberts et al., 1993) zeigt, dass es während der 

haustoriellen Differenzierung zu einer deutlichen Veränderung der extrahaustoriellen 

Membran kommen muss. Zudem wurden Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran bei 

U. fabae, welche wie in 4.1.4 ausgeführt am Transfer von RTP1p beteiligt sein könnten, erst 

in späteren Stadien beobachtet, was mit den von Mims et al. (2001) publizierten elektronen-

mikroskopischen Arbeiten am Pathosystem Frommeёla mexicana var. indica auf Duchesnea 

indica korreliert. 

Bei einer kompatiblen Interaktion zwischen dem Rostpilz U. vignae und V. unguiculata 

wurde beobachtet, dass der pflanzliche Zellkern zwar zunächst die Penetrationsstelle und das 

junge, expandierende Haustorium verlässt, jedoch zurück zum Haustorium wandert, sobald 

das intrazelluläre Spitzenwachstum einsetzt (Heath et al., 1997). Lebendzellbeobachtungen 

der Infektion von U. fabae auf V. faba ergaben dasselbe Ergebnis, zeigten jedoch darüber 

hinaus, dass der pflanzliche Zellkern Haustorien mit Spitzenwachstum permanent in dichtem 

Kontakt umrundet. Neben der nahen Assoziation des Zellkerns wurde eine zunehmende 

Akkumulation von Chloroplasten im Bereich des Haustorien - Zellkernkomplexes beobachtet. 

Dass eine solche Akkumulation mit einem Anstieg der Chlorophyllsynthese und somit 

möglicherweise mit dem Effekt der „grünen Inseln“ im Zusammenhang steht, wurde von 
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Sziráki et al. (1984) nach Untersuchungen am Pathosystem U. phaseoli – Phaseolus vulgaris 

postuliert. Koh et al. (2005) konnten mithilfe fluoreszenzmarkierter Organellen eine 

vergleichbare Akkumulation von Peroxysomen und Mitochondrien im Bereich des 

Haustorienhalses bei E. cichoraceaum in Epidermiszellen von A. thaliana beobachten. Koh et 

al. (2005) postulieren, dass es sich bei der Akkumulation der Organellen am Haustorium nicht 

um einen passiven Vorgang aufgrund von Cytoplasmaaggregaten oder Cytoplasma-

strömungen handeln kann, sondern ein aktiver Mechanismus dahinter stehen muss, der 

möglicherweise in der Abwehr involviert ist. 

Die immunocytologischen Analysen von Uf-RTP1p legen den Schluss nahe, dass erst in 

diesem Stadium das Protein in das Cytoplasma der pflanzlichen Zelle gelangt.  

Dass in diesem Stadium nicht alle Matrix-Proteine etwa durch Desintegration der extra-

haustoriellen Membran in das pflanzliche Cytoplasma gelangen, zeigt der parallele Vergleich 

mit dem Matrixprotein PIG15p (Abbildung 3-17). In keinem der analysierten Stadien wurde 

eine Lokalisation dieses Proteins im Cytoplasma der Wirtspflanze beobachtet. 

Ähnliche Akkumulationen von Chloroplasten wie in V. faba oder P. vulgaris nach Infektion, 

wurden nach Applikation von Latrunculin B in Arabidopsis Mesophyllzellen beobachtet, 

wohingegen die Applikation von Oryzalin keine Effekte zeigte (Kandasamy und Meagher, 

1999). Aus diesen Versuchen und der Anwendung weiterer Hemmstoffe wurde geschlossen, 

dass für die Wanderung der Chloroplasten unter nicht induzierten Bedingungen wie z. B. 

durch Lichtstress, intakte Actin-Filamente nötig sind, wohingegen Microtubuli nur in Aus-

nahmen von Bedeutung sind (Sato et al., 2003). Hemmversuche mit verschiedenen 

Microtubuli-Inhibitoren wie Taxol, Oryzalin oder Colchicin zeigten in infizierten V. faba 

Zellen weder einen Einfluss auf die Akkumulation der Chloroplasten am Haustorium, noch 

einen signifikanten Einfluss auf die Lokalisation von Uf-RTP1p. Wurde hingegen der Actin-

Inhibitor Cytochalasin B appliziert, so führte dies auch in infizierten Zellen zu einer 

Akkumulation der Chloroplasten im Cytoplasma, wohingegen nur noch wenige Chloroplasten 

am Haustorium akkumulierten. Im Gegensatz zu der von Skalamera und Heath (1998) 

beschriebenen Blockierung des Zellkerns und fehlenden Assoziation zum Haustorium durch 

Cytochalasin, zeigte der Zellkern in diesem Stadium B auch bei 1 mM Cytochalasin B noch 

eine Affinität zum Haustorium. 

In elektronenmikroskopischen Studien zeigte sich aufgrund der Anwendung von Cytochalasin 

B, eine Zerstörung der extrahaustoriellen Membran. Dies könnte erklären, weshalb auch in 

der Interaktion von U. vignae mit V. unguiculata ein vermindertes Wachstum des Pilzes 
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beobachtet wurde, obwohl die Haustorien nach der Behandlung mit Cytochalasin lichtmikro-

skopisch unversehrt erschienen (Skalamera und Heath, 1998).  

Dass Uf-RTP1p auch nach der Zerstörung der extrahaustoriellen Membran noch in der Matrix 

lokalisiert werden konnte und keine verstärkte Diffusion in das Cytoplasma der pflanzlichen 

Zelle zeigte, unterstützt die Theorie, dass Uf-RTP1p auch in der extrahaustoriellen Matrix zu 

einem überwiegenden Teil gebunden vorliegen muss (siehe Diskussion, Zielkompartiment 

Matrix 4.2.1). Dass das Signal in der Matrix darüber hinaus noch an Intensität zunimmt, 

könnte daran liegen, dass durch die Zerstörung der Aktinfilamente bereits vor der Zerstörung 

der Membran jegliche endocytotische Vorgänge durch Cytochalasin inhibiert werden (Samaj 

et al., 2005) und somit sekretiertes Uf-RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix akkumuliert. 

Die „frühe“ Infektionsphase endet bei Mehltaupilzen mit der Ausbildung von gelappten Fort-

sätzen am Haustorienkörper (Koh et al., 2005). Während das Haustorium von Mehltaupilzen 

sein Wachstum nach vollständiger, artspezifischer Differenzierung der Fortsätze einstellt 

(Green et al., 2002), wurde bei U. fabae-Haustorien beobachtet, dass diese bis zum Tod der 

Wirtszelle weiteres Wachstum zeigen. Wie bei Mehltaupilzen kommt es jedoch nach der 

vollständigen Differenzierung des Haustoriums zur Oberflächenvergrößerung durch zahl-

reiche Fortsätze. Während die Fortsätze bei Mehltau-Haustorien ein artspezifisches Muster 

zeigen und meist von der Halsregion sowie der Unterseite des Haustoriums abzweigen (Green 

et al., 2002), weisen die Haustorien von U. fabae und U. striatus kein einheitliches Muster 

auf. Unterschiede wurden bisher nur zwischen isolierten Haustorien von Getreiderosten und 

Leguminosenrosten beobachtet, da die Haustorien der untersuchten Getreideroste nur sehr 

selten Verzweigungen aufwiesen, während die Leguminosenroste der Gattung Uromyces stets 

stark verzweigte Haustorien aufwiesen (Hahn und Mendgen, 1992). In den Lebend-

beobachtungen sowie an Totalpräparaten wurde beobachtet, dass die Fortsätze des 

Haustoriums den pflanzlichen Zellkern umschließen und dass der Zellkern sich seinerseits um 

die Fortsätze windet. In diesem Stadium, welches als Stadium C bezeichnet wurde, konnte 

Uf-RTP1p neben der Lokalisation in der Matrix und im Cytoplasma auch im pflanzlichen 

Zellkern nachgewiesen werden. Hinzu kam, dass gegenüber Stadium B, eine deutlich stärkere 

Akkumulation von Chloroplasten am Haustorien-Zellkern-Komplex erfolgte. Während über 

den Mechanismus der Akkumulation von Organellen bei Pflanzenpathogenen bisher nur 

spekuliert werden kann, wurde dieser Sachverhalt bei dem eukaryontischen Humanparasiten 

Toxoplasma detailliert beobachtet und analysiert (Sinai et al., 1997; Sinai und Joiner, 2001). 

Bei Toxoplasma gondii wurde ein Protein ROP2 identifiziert, welches in die parasitophoren 

Membran integriert und mit dem N-Terminalen Teil in das Wirtscytoplasma reicht. An 
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diesem N-Terminus konnte eine Mitochondrien-Lokalisationssequenz identifiziert werden, 

welche in in vitro-Versuchen zeigte, dass sie sowohl an Mitochondrien als auch an das ER 

binden kann (Sinai und Joiner, 2001). Obwohl Uf-RTP1p aufgrund der Lokalisationsdaten 

sowie der in silico-Analysen offensichtlich keine direkte Verbindung von Organellen mit der 

Plasmamembran darstellt, so könnten doch die im Cytoplasma beobachteten filamentartigen 

Strukturen (siehe Ergebnisse 3.2.3 sowie Diskussion Zielkompartiment Cytoplasma 4.2.2) 

eine Vernetzung der Organellen mit dem Haustorium bewirken. Hierfür spricht auch das 

Signalmaximum zwischen den Organellen und der extrahaustoriellen Membran. Ein gezieltes 

Ausschalten von ROP2 führte unter anderem zu einer verminderten Aufnahme von 

Cholesterol und Lipiden bei T. gondii. Nakaar et al. (2003) postulieren daher, dass die 

unmittelbare Assoziation der Organellen an die parasitophore Membran den Lipidtransfer 

begünstigt. Da in pflanzlichen Zellen der Chloroplast das wesentliche Kompartiment der 

Fettsäuresynthese darstellt (Ohlrogge und Browse, 1995), könnte die dichte Assoziation der 

Chloroplasten an das Haustorium auch dem Rostpilz einen wesentlichen Vorteil bei der 

Aufnahme von Lipiden verschaffen. Wesentlich wahrscheinlicher als der Transfer von 

Lipiden ist jedoch der Transfer von Zuckern. Durch die dichte Akkumulation der 

Chloroplasten um das Haustorium, stehen diese in engerem Kontakt mit der extrahaustoriellen 

Membran, als mit der Plasmamembran der Pflanze. Bei genügend schneller Umsetzung der 

Zucker durch das Haustorium, z.B. durch die vom Pilz sekretierte Invertase im 

Zusammenspiel mit einem haustoriellen Hexosetransporter (Voegele et al., 2006), wird so der 

Fluss in die extrahaustorielle Matrix gegenüber dem Fluss in den Apoplasten begünstigt. 

Lichtmikroskopische sowie elektronenmikroskopische Analysen zeigten, dass Stärke, welche 

zunächst bei Beginn der Infektion in Chloroplasten eingelagert wird, nach 14 Tagen, 

beginnend von den Chloroplasten welche dem Haustorium am nächsten liegen, wieder 

abgebaut wird (Sziraki et al., 1984). 

In Stadium D, zeigt Uf-RTP1p eine Verteilung über das gesamte Cytoplasma sowie das 

Nucleoplasma der pflanzlichen Zelle. In diesem Stadium kommen sowohl die Cyclose, als 

auch die Cytoplasmaströme zum Erliegen, vergleichbar dem Punkt in inkompatiblen Inter-

aktionen, an dem eine Abwendung des Zelltods nicht mehr möglich ist (Heath, 2000). 

Dennoch kann in diesem Stadium ein weiters Wachstum sowie eine weitere Verzweigung des 

Haustoriums in der infizierten V. faba Zelle beobachtet werden. Nach Heath und Skalamera 

kann jede „Langzeit-Biotrophie“ nur so lange existieren, so lange das Pathogen die Wirtszelle 

am Leben halten kann (Heath und Skalamera, 1997). Offensichtlich ist mit Stadium D das 

Ende der biotrophen Phase erreicht, da in diesem Stadium sowie in den folgenden Stadien E 
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und F typische Merkmale des beginnenden Zelltods zu finden sind, in erster Linie die 

Kondensation und Desintegration des Zellkerns sowie Veränderungen der Chloroplasten (Yao 

et al., 2002). Während in mehltauinfizierten Zellen bei einer HR zunächst der Zellkern, dann 

das Haustorium und anschließend die gesamte Zelle kollabiert (Aist und Bushnell, 1991), 

konnte in U. fabae infizierten Zellen, welche im gesamten Cytoplasma ein starkes Uf-RTP1p 

Signal aufwiesen, zwar eine Desintegration des Zellkerns, nicht jedoch des Tonoplasts oder 

des Haustoriums beobachtet werden. Bei U. vignae wurde zudem beobachtet, dass trotz 

hypersensitivem Zelltod die Vakuolen in infizierten Zellen nicht kollabieren, was bei Befall 

mit einem biotrophen Pathogen sonst der Fall ist (Heath, 1998). 

Sollte RTP1p somit tatsächlich in der Lage sein innerhalb der Wirtszelle ein Netzwerk aus 

den im Cytoplasma beobachteten Filamenten aufzubauen, so könnte dies die beobachtete 

stabilisierende Wirkung der Wirtszelle bei Rostpilzen übernehmen welche, sowohl in 

inkompatiblen oder späten Stadien der kompatiblen Interaktionen beobachtet wird (siehe 

Abbildung 4-3). Um ein solches Netzwerk sichtbar zu machen, sollten zwei sich gegenseitig 

ergänzende, cytologische Methoden etabliert werden. Zum Einen, eine von Fujimoto (1997) 

beschriebene Methode, welche einen immunocytologischen Nachweis an Replikas nach 

Gefrierbrüchen erlaubt; zum Anderen eine Tiefätzmethode nach Barnes (1992), welche nach 

Adaptation ein filamentöses Netzwerk im Cytoplasma infizierter Zellen sichtbar machen 

könnte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Diskussion   120 

4.3 Funktion von RTP1p 

Mit Ausnahme von ToxA, des nekrotrophen Parasiten Pyrenophora tritici, konnte bisher bei 

keinem der von Pilzen oder Oomyceten in die Wirtszelle transferierten Proteine eine Funktion 

zugewiesen werden. Alle potenziellen Effektorproteine wurden nur aufgrund ihrer Bindung an 

cytoplasmatische Resistenz-Rezeptoren identifiziert, womit sich ihre Charakterisierung auf 

die Wirkung als Avirulenzproteine beschränkt (Birch et al., 2006). 

Im Gegensatz hierzu konnten in der vorliegenden Arbeit wichtige Aspekte der Funktionalität 

von RTP1p geklärt werden und somit ein wesentlicher Beitrag zur Charakterisierung eines 

transferierten Proteins als Effektorprotein und potenziellem Virulenzfaktor geleistet werden. 

4.3.1 Kompatible und inkompatible Interaktionen 

4.3.1.1 RTP1p in kompatiblen Interaktionen 
Die Subfamilie der Papilionoideae, eine der drei Subfamilien der Leguminosen welche 

nahezu alle wirtschaftlich bedeutenden Leguminosen umfasst, kann in die zwei phylo-

genetischen Kladen der Galegoiden und der Phaseoloiden unterteilt werden (Zhu et al., 2005). 

Während die Wirtskreise von U. fabae und U. striatus auf Vertreter der Klade der Galegoiden 

beschränkt sind, befallen die nahe verwandten Uromyces-Arten, U. appendiculatus und 

U. vignae nur Vertreter der phaseoloiden Klade (Gäumann, 1959). In immunocytologischen 

Analysen wurde gezeigt, dass RTP1p von allen vier Rostpilzarten in deutlich nachweisbaren 

Mengen in das Cytoplasma der Wirtspflanze transferiert wird. Obwohl jede Familie der 

Papilionoideae zahlreiche familienspezifische TIR- und nicht TIR NBS-LRR Resistenzgene 

enthält (Zhu et al., 2002), scheint RTP1p in keiner der untersuchten Arten als Avirulenz-

protein zu fungieren. Bei M. linii konnte gezeigt werden, dass von 12 in das Cytoplasma 

transferierten AvrL567 Varianten 7 zu einer HR führen wenn sie zusammen mit den 

Resistenzgenen L5, L6 und L7 exprimiert werden, wohingegen 5 Varianten keine Reaktion 

zeigen (Dodds et al., 2006). Dodds et al. (2006) schließen daraus, dass es sich um ein 

„Wettrüsten“ zwischen Pilz und Pflanze handeln muss, da sie eine hohe genetische Divergenz 

der untersuchten AvrL567 Varianten beobachten konnten, die dazu führte, dass sie von den 

entsprechenden Resistenzgenen nicht erkannt werden. Kemen (2006) konnte hingegen durch 

Sequenzvergleiche zeigen, dass der C-terminale Teil von RTP1p, welcher mit hoher 

Wahrscheinlichkeit erst nach dem Abspalten eines variablen Bereiches des N-Terminus in die 

Pflanze transferiert wird, zwischen verschiedenen Arten von Uromyces keine hohe genetische 

Divergenz aufweist. 
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Es ist zudem überraschend, dass dieser konservierte Teil des Proteins nicht wie z. B. das 

bakterielle Flagelin (Zipfel et al., 2004) als Elicitor der basalen Abwehr fungiert. Betrachtet 

man die vier untersuchten Uromyces-Arten im Vergleich, so könnte die fehlende Elicitor-

wirkung daran liegen, dass RTP1p ausschließlich in der Wirtszelle und in späten Stadien der 

Infektion sekretiert wird, wohingegen Elicitoren meist in den ersten Minuten oder Stunden zu 

Abwehrreaktionen führen, da sie der frühen Abwehr dienen (Garcia-Brugger et al., 2006). 

Dass RTP1p nicht wie AvrL567 durch cytoplasmatische Reistenzproteine erkannt wird, 

könnte ein weiteres Indiz dafür sein, dass RTP1p nicht als Monomer im Cytoplasma vorliegt, 

sondern nach seinem Transfer in das Cytoplasma aggregiert. Durch eine Aggregation des 

Proteins über eine im C-terminalen Bereich des Proteins befindlichen Aggregationsdomäne 

(siehe 4.3.2.1), würde dieser konservierte Bereich nicht mehr für eine Bindung an 

Resistenzprotein zur Verfügung stehen. 

Als Vertreter einer weiteren Gattung von Rostpilzen auf Leguminosen wurde Phakopsora 

pachyrhizi gewählt, der nach Aime (2006) wie Uromyces der Ordnung der Uredinales 

zugeordnet wird. Im Gegensatz zu U. fabae und U. vignae besitzt P. pachyrhizi einen 

ungewöhnlich großen Wirtskreis aus 42 Gattungen (Bromfield, 1984), der den von U. striatus 

mit Vertretern aus 11 Gattungen (Skinner und Stuteville, 1995) weit übertrifft. Mit den 

vorhandenen Antikörpern wurde jedoch in der Interaktion zwischen P. pachyrhizi und 

Glycine max kein RTP1p nachgewiesen. Dies könnte zum Einen damit zusammenhängen, 

dass wie von Kemen (2006) ausgeführt, nur der variable N-Terminus eine hohe Antigenizität 

aufweist und durch die Variabilität dieses Bereiches mit den vorhandenen Antikörpern kein 

Nachweis in P. pachyrhizi möglich war. Zum Anderen besteht die Möglichkeit, dass 

P. pachyrhizi zu Gunsten eines breiten Wirtsspektrums auf Proteine welche zum Erhalt der 

Biotrophie, jedoch nicht unmittelbar zur Ausbildung der Interaktion nötig sind „verzichtet“. 

Es konnte allgemein beobachtet werden, dass in pathogenen Interaktionen ein breites Wirts-

spektrum stets zu weniger spezifischen Interaktionen führt, welche durch eine diffuse 

Evolution mit zahlreichen Wirten ausgelöst wird (Lajeunesse und Forbes, 2002). Indizien für 

einen Verlusts von RTP1p bei P. pachyrhizi liefert: zum Einen die Tatsache, dass innerhalb 

der derzeit zur Verfügung stehenden Sequenzdaten des P. pachyrhizi-Genomprojekts (Trace 

records, Joint Genome Institute, U.S. Department of Energy, USA), keine homologen 

Sequenzen identifiziert werden konnten; zum Anderen, der cytologische Vergleich 

kompatibler Interaktionen. Während bei P. pachyrhizi selbst auf seinem Hauptwirt Glycine 

max, Haustorien gefunden werden, welche von einer dichten Hülle umschlossen sind und sich 

in Zellen mit kollabiertem Cytoplasma befinden (Koch et al., 1983), wurde weder kollabiertes 
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Cytoplasma noch eine Umkapselung des Haustoriums bei U. fabae (Abbildung 3-15) oder 

auch bei U. vignae (Heath, 1998) identifiziert. Während Haustorien von U. fabae auch in 

absterbenden Zellen eine normale cytoplasmatische Organisation aufweisen, zeigen die um-

schlossenen Haustorien von P. pachyrhizi eine Disorganisation des Cytoplasmas (Koch et al., 

1983). Hinzu kommt, dass in den cytologischen Arbeiten von Koch et al. (1983), keine 

Akkumulation von Chloroplasten um das Haustorium beobachtet wurde, was hingegen ein 

auffälliges Merkmal der Interaktion von U. fabae mit V. faba ist (Sziraki et al., 1984) und 

zwar in dem Stadium, in dem RTP1p in das pflanzliche Cytoplasma sekretiert wird (siehe 

Ergebnisse 3.2.5 und Diskussion 4.2.4). Sollte sich nach abschließender Auswertung des 

Genomprojekts von P. pachyrhizi tatsächlich zeigen, dass dieser Rostpilz keine Homologe zu 

RTP1p aufweist, so würde dies die Hypothese unterstützen, dass RTP1p wesentlich an einer 

Stabilisierung der Wirtszelle und somit an einer Verlängerung der biotrophen Phase beteiligt 

ist. 

Da G. max, der Hauptwirt von P. pachyrhizi, bereits seit mehr als 18 Jahren das am besten 

etablierte Transformationssystem unter den Leguminosen darstellt (Christou et al., 1988; 

Hinchee et al., 1988), würde sich dieses System gut für weitere Analysen an RTP1p eignen. 

So könnten stabile Transformanten mit cytoplasmatisch exprimiertem, sekretiertem oder auch 

mutiertem RTP1p zeigen, ob sich ein Einfluss auf die Entwicklung von P. pachyrhizi 

nachweisen lässt. Zu erwarten währe z. B., dass RTP1p exprimierende Zellen auch bei 

auftretender Abwehr der Pflanze nicht mehr kollabieren. Vergleichende Versuche hierzu 

könnten zusätzlich auf M. truncatula, mithilfe des von Vieweg et al. (2004) etablierten 

transienten Transformationssystems durchgeführt werden. Dieses System bietet sich in 

zweifacher Hinsicht an: zum Einen, da M. truncatula das native System für Us-RTP1p dar-

stellt und damit auch zur Suche nach Interaktionspartnern genutzt werden kann, zum 

Anderen, da Medicago sp. ebenfalls Wirtspflanzen für P. pachyrhizi darstellen (Bromfield, 

1984). Das Symptombild von P. pachyrhizi auf M. sativa bleibt jedoch noch zu analysieren. 

4.3.1.2 RTP1p in inkompatiblen Interaktionen 
Um weitere Hinweise auf eine stabilisierende Wirkung von RTP1p in der biotrophen Phase 

und einen Einfluss auf die Abwehr der Pflanze zu erlangen, wurde eine Sammlung von 

M. truncatula Variationen auf Resistenzmechanismen gegenüber U. striatus untersucht 

(Kemen et al., 2005a) und innerhalb der resistenten Ökotypen die Lokalisation von Us-RTP1p 

analysiert. 
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Fünf resistente Ökotypen wurden identifiziert und aufgrund der beobachteten Resistenz-

reaktionen in drei Resistenzgruppen eingeteilt. Diese Einteilung ermöglichte eine verbesserte 

Interpretation der Immunolokalisationsdaten von Us-RTP1p (siehe Tabelle 3-3). 

1. Im Falle von F11.008 wurde eine nicht-hypersensitive, prähaustorielle Resistenz, 

vergleichbar der vollständigen und besonders haltbaren Resistenz der Zuchtform 

TmEinkorn1,3 von Triticum monococcum gegen Puccinia triticina (Anker und Niks, 

2001) beobachtet. Während nach Ausbildung von Haustorienmutterzellen und einer 

erfolglosen Penetration von P. triticina bei TmEinkorn1,3 50% der Zellen Papillen auf-

wiesen, wurde bei F11.008 nach erfolgloser Penetration von U. striatus in keinem der 

untersuchten Fälle eine Papillenbildung beobachtet. Das Ausbleiben jeglicher Abwehr-

reaktionen unterstreicht, dass es sich in dieser Interaktion nicht um eine Gen- für Gen-

Resistenz handelt. Nach Ellis (2006) besteht der Hauptunterschied zwischen einer Gen- 

für Gen-Resistenz und einer Nicht-Wirts-Resistenz im wesentlichen darin, dass die 

Resistenz im ersten Fall nach Ausbildung eines Haustoriums erfolgt, während im zweiten 

Fall die Resistenz vor Ausbildung eines Haustoriums zum Tragen kommt, ohne dass 

Abwehrreaktionen wie z. B. HR einsetzen. In dieser Nicht-Wirts-Resistenz konnte kein 

Us-RTP1p in der Pflanze oder im Interzellularraum lokalisiert werden. Die Ergebnisse aus 

der Interaktion zwischen F11.008 und U. striatus lassen somit den Schluss zu, dass 

RTP1p entweder stadienspezifisch wie dies z. B. bei Cellulasen von U. fabae der Fall ist 

(Heiler et al., 1993) exprimiert wird, oder dass ein pflanzlicher Induktor nötig ist um die 

Expression von RTP1p zu induzieren, der bei F11.008 nicht vorhanden ist. 

2. In DZA.045 erfolgt zunächst eine dem Wildtyp entsprechende Differenzierung von 

Haustorien in penetrierten Wirtszellen sowie ein Transfer von Us-RTP1p in die infizierte 

Zelle. Vergleichbar der Resistenz von Hordeum vulgare AlgR durch E. graminis kommt 

es jedoch nach Ausbildung eines Primärhaustoriums, zu einer HR in den benachbarten 

Zellen und nicht in der penetrierten Zelle selbst (Vanacker et al., 2000). Nach 

Hückelhoven und Kogel (2003) ist es unmittelbar von den jeweiligen R-Genen abhängig, 

ob entweder zuerst die infizierte Zelle oder erst die umgebenden Zellen absterben. Da die 

Abwehr bereits kurz nach der Penetration des Pilzes einsetzt, in einem Stadium in dem 

Us-RTP1p nur sehr schwierig nachzuweisen ist, scheint es auch in diesem Ökotyp 

unwahrscheinlich zu sein, dass Us-RTP1p als Elicitor oder Avr-Protein fungiert. Wurde 

ein Haustorium von U. striatus in einer Zelle von DZA.045 etabliert, so kommt es trotz 

des Kollabierens der benachbarten Zellen zu keinen Abwehrreaktionen in der RTP1p 

enthaltenden Zelle. Nach Heath (1981) kann diese Form der Resistenz als Cultivar-
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Resistenz bezeichnet werden, da eine basale Kompatibilität besteht, welche zur 

Unterdrückung der Abwehr in der unmittelbar infizierten Zelle führt, die Wirtspflanze 

jedoch durch starke Abwehr in den benachbarten Zellen, die Ausbreitung des Pilzes 

unterdrückt. 

3. In den Ökotypen ESP.100, ESP.162 und GRC.098 wurde hingegen eine posthaustorielle 

Resistenz mit HR unmittelbar in der penetrierten Zelle beobachtet. Im Gegensatz zur 

prähaustoriellen Resistenz, wie sie bei F11.008 beobachtet wurde, muss in diesem Fall ein 

Signalaustausch zwischen Pflanze und Pilz erfolgen, der die Abwehr so weit unterdrückt, 

dass eine Penetration durch die Zellwand erfolgen kann (Heath, 1997). Interessant ist in 

diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass in infizierten Zellen der Ökotypen 

ESP.100, ESP.162 und GRC.098 ein starkes Signale von Us-RTP1p bereits kurz nach der 

Penetration in die Wirtszelle detektiert wurde und somit deutlich früher als in kompatiblen 

Interaktionen mit M. sativa, M. truncatula ’Jemalong’ A17 oder auch als in der Inter-

aktion mit DZA.045. 

Nach der oben ausgeführten Definition von Ellis (2006) handelt es sich bei dieser Form 

der Resistenz somit um eine Gen-für-Gen-Resistenz, wie dies in einigen Fällen für M. linii 

gezeigt werden konnte (Catanzariti et al., 2006; Dodds et al., 2006). Insbesondere bei 

Rostpilzen tritt eine solche Form der posthaustoriellen Resistenz bei nicht angepassten 

Nebenwirten meist in Kombination mit prähaustorieller Resistenz auf (Hoogkamp et al., 

1998), was nur bei wenigen Ausnahmen der in dieser Arbeit untersuchten Ökotypen der 

Fall war. Trotz der starken Signale von RTP1p in der Wirtszelle, konnte ein Kollabieren 

der penetrierten Zelle beobachtet werden. Dies könnte darauf hindeuten, dass RTP1p in 

diesen Ökotypen keine stabilisierende Wirkung auf die Zelle ausübt, was entweder aktiv 

durch die Pflanze hervorgerufen wird indem sie z. B. die Bildung der postulierten Fila-

mente im Cytoplasma verhindert (siehe 4.3.2.2), oder dass bestimmte Faktoren fehlen, die 

für eine Stabilisierung durch die Filamente nötig sind. In vitro konnte gezeigt werden, 

dass pflanzliche polyphenolische Substanzen in der Lage sind die Aggregation von 

β-Amyloiden zu verhindern (Porat et al., 2006). Da die starke Autofluoreszenz der 

infizierten Zellen (siehe Abbildung 3-20 und Abbildung 3-21) eine hohe Konzentration an 

polyphenolischen Substanzen vermuten lässt (Hückelhoven et al., 1999) liegt der Schluss 

nahe, dass die Pflanze mithilfe solcher Substanzen eine Aggregation von RTP1p ver-

hindern könnte. Obwohl eine Extraktion der phenolischen Verbindungen aufgrund der nur 

geringen Anzahl infizierter Zellen nicht möglich ist, könnten doch in vitro Versuche zur 

Inhibition der Aggregation des RTP1p135-155 oder des ΠRTP1p mit polyphenolischen 



Diskussion   125 

Substanzen, einen Aufschluss zur Wahrscheinlichkeit eines solchen Mechanismus liefern. 

Betrachtet man die Möglichkeit fehlender Faktoren, so sollte in erster Linie das Cyto-

skelett berücksichtigt werden. Skalamera und Heath (1998) konnten zeigen, dass in Fällen 

in denen eine posthaustorielle Resiste nach Infektion von U. vignae auf V. unguiculata mit 

einer HR verbunden ist, der Zellkern nicht in der Lage ist zum Pilz zu wandern, was 

möglicherweise auf Veränderungen am Cytoskelett zurückgeführt werden könnte. Es ist 

daher naheliegend zu vermuten, dass solche Veränderungen sich ebenfalls auf die 

Funktionalität von RTP1p bei der Stabilisierung der parasitierten Zelle auswirken könnten 

(siehe Ergebnisse 3.2.5.3 und Diskussion 4.2.4 für eine Interaktion mit dem Cytoskelett). 

Bei GRC.098 konnte RTP1p nicht nur intrazellulär, sondern zusätzlich in der Zellwand-

matrix von Haustorienmutterzellen und Interzellularhyphen detektiert werden (siehe 

Ergebnisse Abbildung 3-21). Zwei Möglichkeiten sind denkbar, die diese Lokalisation 

erklären: zum Einen könnte RTP1p durch die Degradation der Plasmamembran der 

kollabierten Zellen freigesetzt werden, zum Anderen besteht die Möglichkeit, dass die 

Sekretion von RTP1p durch pflanzliche Substanzen induziert wird, die ebenfalls durch 

den Zerfall der Zellen in den Interzellularraum gelangen.  

Da Us-RTP1p weder in ESP.100 noch in ESP.162 aus den zerfallenden Zellen in den 

Interzellularraum gelangt, könnte eine pflanzliche Substanz, welche von GRC.098 in den 

Interzellularraum abgegeben wird oder durch den Zerfall der Zellen freigesetzt wird, für 

eine Induktion der Sekretion von RTP1p in Interzellularhyphen und Haustorienmutter-

zellen verantwortlich sein. Bestimmte Glykoproteine können abhängig von der 

Zusammensetzung ihrer Glykosidreste den Pilz vor toxischen Substanzen der Pflanze 

schützen. So konnte gezeigt werden, dass durch Maskierung auf der Zellwand befindlicher 

Mannosylphosphate, S. cerevisiae resistent gegen das PR-5-Protein Osmotin wird (Ibeas 

et al., 2000). Eine solche Schutzfunktion für den Pilz durch RTP1p ist nicht nur im 

Interzellularraum, sondern auch in der Matrix, oder im Cytoplasma um das Haustorium 

herum denkbar. 

In allen analysierten Ökotypen korreliert die Signalstärke von RTP1p stark mit der Intensität 

der pflanzlichen Abwehr in den penetrierten Zellen. Die Intensität der Freisetzung von RTP1p 

im Pathosystem, scheint somit stark von pflanzlichen Faktoren abhängig zu sein und könnte 

damit eine entscheidende Rolle beim Schutz des Haustoriums gegenüber der pflanzlichen 

Abwehr spielen. Vergleichbare, ins Cytoplasma der Wirtszelle transferierte Virulenzfaktoren 

welche direkt auf Abwehrprozesse der Pflanze einwirken können, wurden bisher nur bei 

Bakterien identifiziert. So transferiert Pseudomonas syringae über sein Typ III -Sekretions-
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system Proteine in die Wirtszelle, welche das proapoptotische Bax-Protein inhibieren und 

somit den programmierten Zelltod unterbinden (Jamir et al., 2004). Ein weiteres Beispiel sind 

Proteine wie HopM1, welches das pflanzliche AtMIN7, ein Protein des sekretorischen Weges 

in den Abbauweg durch das pflanzliche Proteasom leitet und somit die Sekretion von 

Abwehrsubstanzen unterbindet (Nomura et al., 2006). 

Dass RTP1p ebenfalls durch die Blockierung der Cyclose und die Akkumulation der 

Organellen, wie in 4.2.4 ausgeführt, einen Einfluss auf sekretorische Prozesse und somit die 

Abwehr der Pflanze ausüben könnte, ist nahe liegend. Eine genauere Analyse des Proteins auf 

Sequenzebene sowie die funktionelle Charakterisierung potenziell wichtiger Bereiche war 

daher unerlässlich um die Funktion von RTP1p zu klären. 

4.3.2 Analyse funktioneller und struktureller Aspekte von RTP1p 

Da RTP1p keine signifikanten Homologien zu Einträgen in öffentlich zugänglichen Daten-

banken zeigt und somit zu Beginn der Arbeit keine Hinweise auf funktionelle Bereiche 

innerhalb des Proteins vorlagen, wurden zunächst mithilfe von in silico-Analysen potenziell 

funktionelle Bereiche identifiziert. Diese Analyse wurde im Wesentlichen von Kemen (2006) 

durchgeführt und sind dieser Arbeit detailliert zu entnehmen. Strukturelle und funktionelle 

Analysen, die in der vorliegenden Arbeit durchgeführt wurden, beschränken sich im wesent-

lichen auf Eigenschaften, die mit der eingeschränkten Diffusion von RTP1p und somit der 

Filamentbildung in der extrahaustoriellen Matrix (siehe Zielkompartiment Matrix 4.2.1) sowie 

im pflanzlichen Cytoplasma (siehe Zielkompartiment Cytoplasma 4.2.2) in Zusammenhang 

stehen. Ziel dieses Teils der Arbeit war zu klären, ob RTP1p Teil der cytologisch detektierten 

filamentartigen Strukturen in der extrahaustoriellen Matrix oder im pflanzlichen Cytoplasma 

ist, oder ob RTP1p selbst das Potenzial besitzt Filamente auszubilden. 

4.3.2.1 Strukturelle Analyse von RTP1p 
In silico Analysen mithilfe des Algorythmus TANGO (Fernandez-Escamilla et al., 2004) 

ergaben, dass RTP1p zwei potenzielle Domänen besitzt, welche in der Lage sind eine 

β-Aggregation zu induzieren. β-Aggregationen sind von entscheidender Bedeutung bei der 

Amyloidgenese globulärer Proteine (Linding et al., 2004; Sanchez de Groot et al., 2005). 

Zahlreiche neurodegenerative Krankheiten wie z. B. Kreuzfeld-Jakob oder Alzheimer werden 

durch diese Art der Aggregation verursacht wobei entweder globuläre Proteine mit definierter 

3D-Struktur wie z. B. Prion-Proteine (Chaudhuri und Paul, 2006) oder natürlich ungefaltete 

Proteine wie z. B. β-Amyloid-Peptide (Tartaglia et al., 2005) verantwortlich sind. Während 

bei Tier und Mensch die β-Aggregation meist pathogenen Charakter besitzt, ist die 
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Aggregation von Prion-Proteinen bei Pilzen nicht prinzipiell pathogen. So besitzt sie z. B. 

eine Funktion bei der Differenzierung neuer Phänotypen, da sie Einfluss auf die Termination 

der Translation, den Stickstoff Metabolismus oder die Ausbildung des Heterokaryons nimmt 

(Uptain und Lindquist, 2002). Eines der am besten untersuchten pilzlichen Prion-Proteine ist 

das Het-s-Protein von Podospora anserina welches für die Heterokaryon-Inkompatibilität 

verantwortlich ist und durch Aggregation zum Absterben inkompatibler Kreuzungstypen führt 

(Coustou et al., 1997). Als wesentliches Strukturelement für die Infektiösität des Proteins bei 

inkompatiblen Kreuzungen wurde innerhalb des Proteins eine β-Strang-Loop-β-Strang 

Struktur identifiziert, welche für die β-Aggregation relevant ist (Ritter et al., 2005). Die in 

silico-Analysen von RTP1p ergaben, dass die Aggregationsdomäne I ebenfalls eine β-Strang-

Loop-β-Strang Struktur aufweist, wobei die beiden β-Stränge nach Analyse durch BETApro 

(Cheng und Baldi, 2005) antiparallel angeordnet sind. Diese in silico-Analysen konnten durch 

CD-spektroskopische Analysen eines synthetischen Peptids dieser Domäne (RTP1p135-155) 

gestützt werden. Vergleiche mit Strukturanalysen des Fibrillen bildenden Alzheimer 

Amyloid-β-Fragments (Serpell et al., 2000) zeigen, dass diese auch als β-Hairpin 

(β-Haarnadel) bezeichnete Struktur, eine weit verbreitete Grundeinheit der β-Faltblatt-

Aggregation in Amyloid-Fibrillen darstellt (Aravinda et al., 2004). 

Obwohl auch ein einzelner β-Strang für eine Aggregation mit β-Strängen weiterer Moleküle 

ausreicht, wurde die Aggregationsdomäne II nicht weiter analysiert, da die Analysen mit 

TANGO zeigten, dass die Aggregationsdomäne I eine positive Korrelation mit der Protonen-

konzentration aufweist, während für die Aggregationsdomäne II eine negative Korrelation 

errechnet wurde. Wie in der Arbeit von Kemen (2006) durch Sedimentationsversuche 

dargelegt, weist das gesamte Protein eine positive Korrelation zur Protonenkonzentration auf, 

so dass eine Aggregation des gesamten Proteins nicht auf der Aggregationsdomäne II beruhen 

kann. Versuche mit RTP1p135-155 bestätigen die in silico erhaltenen Daten der pH-Abhängig-

keit der Aggregationsdomäne I. Je niedriger der pH gewählt wurde, desto geringer war die 

Konzentration an freiem, nicht sedimentierbarem Peptid (Abbildung 3-26). 

Nelson et al. (2005) zeigten durch Röntgenstrukturanalysen, dass ein aus 7 Aminosäuren 

bestehender β-Strang in der Lage ist, hoch geordnete, amyloid-ähnliche Fibrillen aufzubauen, 

welche detaillierte Strukturanalysen ermöglichten. Sie konnten so zeigen, dass die von Sunde 

und Blake (1997) als cross-β-Strukturen bezeichneten Aggregate, zum Einen über die 

Verknüpfung der Rückrad-Wasserstoffbrücken (C=O H-N) gebildet werden, zum Anderen 

auf der Interaktion der Seitenketten beruhen. Über die Rückrad-Wasserstoffbrücken lagern 

sich zwei β-Stränge zusammen, welche über ihre Seitenketten reisverschlussartig mit den 
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Seitenketten gleicher β-Stränge interagieren. Sind die Seitenketten so angeordnet, dass dies 

möglich ist, so spricht man auch von einem „steric zipper“ (Nelson und Eisenberg, 2006). 

Während der „steric zipper“ des Hefe-Prion-Proteins Sup35p hydrophile Seitenketten auf-

weist, weist die potenzielle Aggregationsdomäne des Maus PrPSc (Norstrom und Mastrianni, 

2005), wie die potenziellen Aggregationsdomänen von RTP1p, hydrophobe Seitenketten auf. 

In diesem Zusammenhang wurde von Ross et al. (2005) gezeigt, dass die Funktionalität der 

Aggregationsdomäne nur als Summe aller enthaltenen Aminosäuren gesehen werden kann, da 

die Primärsequenzreihenfolge keinen Effekt auf die Aggregationsfähigkeit besitzt, wohl aber 

die Länge der zur Aggregation befähigten Domäne. Es ist daher schwer auf Sequenzebene zu 

beurteilen, wie stabil die Aggregate von RTP1p im Vergleich zu den bisher bekannten 

aggregierender Proteine sind. 

Obwohl bereits in verschiedenen Arbeiten die Bedeutung von intra- und intermolekularen 

Disulfidbrücken beschrieben wurde (Bosques und Imperiali, 2003; Lee und Eisenberg, 2003), 

ist RTP1p das einzige bisher beschriebene Protein, welches unmittelbar in der Aggregations-

domäne ein Cystein besitzt. Ein so positioniertes Cystein könnte in der Lage sein, inter-

molekulare Disulfidbrücken auszubilden, welche unmittelbar in die Aggregation involviert 

sind. Experimente mithilfe des synthetischen Peptids der Aggregationsdomäne RTP1p135-155 

zeigten jedoch (Abbildung 3-26), dass die Anwendung von DTT nur einen geringen Einfluss 

auf die kritische Konzentration der Aggregation aufweist, die ein Maß für die Aggregations-

fähigkeit eines Proteins unter bestimmten Bedingungen ist (Harper und Lansbury, 1997). 

Somit scheint dieses Cystein nur eine untergeordnete Rolle bei der Stabilisierung von 

Aggregaten zu spielen. 

Auffällig ist insbesondere in der Aggregationsdomäne I von RTP1p der hohe Anteil an 

Aromaten. Für Aromaten in Aggregationsdomänen wurde gezeigt, dass sie zum Einen für die 

thermodynamische Stabilität in Aggregaten durch π-π-Stapelung verantwortlich sind (Makin 

et al., 2005), zum Anderen, dass sie bei der Ordnung und Ausrichtung der Monomere bei der 

Aggregation wichtig sind (Gsponer et al., 2003). 

Zusätzlich zu den Aromaten in den antiparallel angeordneten β-Strängen, konnte ein Tyrosin 

im Loop der β-Hairpin-Struktur identifiziert werden. Neben seiner potenziellen Bedeutung bei 

der Aggregation, wurde für Alzheimer, Prion und HIV-1-Proteine ein solches Motiv als 

Sphingolipid-Bindedomäne beschrieben (Mahfoud et al., 2002), wie dies bereits bei der 

Aufnahme über den retrograden Weg diskutiert wurde (siehe 4.1.4). Die Bindung erfolgt 

direkt zwischen den π-Elektronen des exponiert stehenden aromatischen Rings der Amino-

säure und den aliphatischen Protonen des Zuckers, welche eine positive Partialladung tragen 
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(Fantini, 2003). Dass diese Bindung einen wesentlichen Einfluss auf die Aggregations-

fähigkeit von Prionen ausübt, wurde an PrPC exprimierenden Maus-Neuroblastoma N2a 

Zellen gezeigt (Naslavsky et al., 1999). Durch Inhibition der Sphingolipid-Biosynthese kam 

es hier zu einer 3 bis 4 mal höheren Konformationsänderung von PrPC in PrPSc und somit zu 

einer Aggregation des Proteins, verglichen mit nicht inhibierten Zellen. Ein Hinweis darauf, 

dass diese Domäne auch in RTP1p135-155 funktionell ist, liefert die Beobachtung, dass nach 

Zugabe von Galaktose, einem häufig vorkommenden endständigen Zucker der Sphingolipide 

(Fantini, 2003), die kritische Konzentration der Aggregation um ca 1/3 erhöht wird. Dies 

könnte bedeuten, dass eine Bindung der Galaktose an das im Loop befindliche Tyrosin, die 

Aggregationsfähigkeit von RTP1p reduziert. 

Um die postulierte Konfiguration der Aggregationsdomäne und insbesondere der Glykolipid-

Bindedomäne zu verifizieren, sind NMR- oder Röntgenstruktur-Analysen die Methoden der 

Wahl. Um jedoch die Spezifität und Funktionalität der Glykolipid-Bindedomäne, wie von 

Mahfoud et al. (2002) durchgeführt weiter zu analysieren, bietet sich sowohl für RTP1p135-155 

als auch für ΠRTP1p eine Messung der Bindung an Matrix gekoppelte Glykolipide, mithilfe 

eines Mikrotensiometers an. 

Gezielte Aminosäureaustausche in RTP1p135-155 oder auch ΠRTP1p könnten dann bei der 

Identifikation essenzieller Seitenketten helfen und so eine Funktionszuordnung ermöglichen. 

4.3.2.2 Funktionelle Aspekte der Aggregationsdomäne für das gesamte RTP1p 
Elektronenmikroskopische Analysen zeigten, dass es sich bei den von RTP1p135-155 gebildeten 

Aggregaten um filamentartige Strukturen handelt, vergleichbar den in vitro erzeugten Fila-

menten, der Prion-Proteine Sup35p (Diaz-Avalos et al., 2005) oder Ure2p (Brachmann et al., 

2005) aus S. cerevisiae. Dass RTP1p135-155 tatsächlich die vorhergesagte cross-β-Struktur in 

den Filamenten ausbildet, konnte mithilfe des selektiven Farbstoffs Thioflavin T nach-

gewiesen werden. Thioflavin T interkaliert selektiv in Furchen, welche durch die reisver-

schlussartige Zusammenlagerung der β-Faltblätter aufgrund ihrer Seitenketten entstehen 

(Krebs et al., 2005). Während Thioflavin T in wässriger Lösung aufgrund des Aufbrechens 

der konjugierten Bindungen durch eine Rotation des Benzothiazols gegen den Benzamin-Ring 

keine Fluoreszenz zeigt, kommt es durch die Interkalation und dadurch bedingte sterische 

Hinderung dieser Rotation durch die Seitengruppen der β-Faltblätter, zu einer Fluoreszenz mit 

hoher Quantenausbeute (Voropai et al., 2003). Nicht zu erkennen ist jedoch mithilfe des 

Farbstoffs, ob es sich bei der reisverschlussartigen Zusammenlagerung der β-Faltblätter um 

eine parallele oder antiparallele Aneinanderlagerung handelt. Für Ure2p konnte gezeigt 

werden, dass die Anordnung für diese β-Faltplätter parallel erfolgt, so dass diese 
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Organisationsform der Filamente als „parallel superpleated β-structure“ bezeichnet wurde 

(Kajava et al., 2004). Aufgrund der Aromaten in den β-Faltblättern der RTP1p Aggregations-

domäne ist auch hier eine „parallel superpleated β-structure“ zu erwarten, da Aromaten die 

parallele Ausrichtung energetisch begünstigen (Gsponer et al., 2003). 

Die Verwendung von Uranylacetat bei der Negativkontrastierung für die elektronen-

mikroskopischen Analysen erlaubte eine Identifizierung der von Sunde und Blake (1997) 

beschriebenen Protofilamente und Subprotofilamente. Eine Analyse noch dünnerer Strukturen 

war trotz der feinen Körnung des Kontrastmittels jedoch nicht möglich. Ein Grund hierfür 

könnte sein, dass das positiv geladene Uraniumion (Ohi et al., 2004) nicht wie das Thioflavin 

T in die hydrophoben Bereiche der Filamente eindringen konnte, was die kompakte 

Strukturierung der durch RTP1p135-155 gebildeten Filamente verdeutlicht. 

Da es sich bei diesen Filamenten um die Aggregation eines kleinen Bereiches des gesamten 

Proteins handelt, bleibt die Frage zu klären, in wie weit die Aggregationsdomäne eine 

Bedeutung für das Verhalten des gesamten RTP1p besitzt und in wie weit die Ergebnisse der 

Versuche mit RTP1p135-155 auf das gesamte Protein anwendbar sind. 

Im Gegensatz zu RTP1p135-155 kann ΠRTP1p in zwei Aggregationsformen vorliegen: zum 

Einen können amorphe Aggregate ausgebildet werden, zum Anderen ist die Umformung in 

Filamente möglich. 

Immunocytologische Analysen zeigten (Abbildung 3-28), dass während die amorphen 

Aggregate eine hohe Antigenizität aufweisen, werden die Filamente erst nach Denaturierung 

von den verwendeten Antikörpern markiert. Diese Beobachtung deutet auf eine 

konformationsabhängige Bindung der Antikörper hin, die wie von Kayed et al. (2003) 

beschrieben, entweder auf der Exposition oder Unzugänglichkeit bestimmter Epitope oder 

struktureller Eigenschaften des Proteins beruht. Da die gegen RTP1p gerichteten Antikörper 

sehr gut das denaturierte Protein erkennen, scheint insbesondere die Exposition bestimmter 

Epitope von Bedeutung zu sein und nicht die Struktur selbst. Es kann zusammenfassend 

postuliert werden, dass RTP1p in Filamenten und Plaques in unterschiedlichen 

Konformationen vorliegen muss. 

Die amorphen Aggregate bilden sich spontan nach Affinitätsreinigung des heterolog 

exprimierten Uf-RTP1p aus P. pastoris. Von A. Kemen wurde durch Pelletionsversuche 

gezeigt, dass die Bildung dieser Aggregate stark pH abhängig ist. Ebenso wie RTP1p135-155 

aggregiert ΠRTP1p stärker bei niedrigen pH-Werten als bei neutralen Werten. 

Eine Umformung der amorphen Aggregate in filamentöse Strukturen konnte durch eine von 

Lee und Eisenberg (2003) für Prion-Proteine publizierte Methode erreicht werden. Mithilfe 
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dieser Methode wurden die amorphen Aggregate zunächst unter denaturierenden und 

reduzierenden Bedingungen bei basischem pH monomerisiert und anschließend unter 

oxidierenden Bedingungen und niedrigem pH renaturiert. Elektronenmikroskopische Ana-

lysen der unter diesen Bedingungen gebildeten Aggregate zeigten bis zu 10 mal längere 

Filamente als die durch RTP1p135-155 gebildeten, bei einer Zunahme der Dicke um ca. 50%. 

Dass lange Filamente nur durch das Gesamtprotein ΠRTP1p gebildet werden können und 

nicht duch die Aggregationsdomäne I allein zeigt, dass außerhalb der identifizierten Domäne 

Bereiche innerhalb des Proteins vorhanden sein müssen, welche die Aggregation und somit 

die Stabilität der Filamente begünstigen. Für das zelluläre Maus-Prion-Protein PrPSc konnte 

gezeigt werden, dass der N-terminale Teil des Proteins entscheidend für eine erhöhte Ordnung 

der Aggregation und somit für eine Bildung längerer Filamente verantwortlich ist, obwohl der 

C-Terminus allein in der Lage ist Filamente auszubilden (Frankenfield et al., 2005). 

Zusätzlich konnte in dieser Studie von Frankenfield et al. (2005) beobachtet werden, dass der 

N-Terminus dazu beiträgt verschiedene oligomere Formen auszubilden, während der 

C-Terminus vor der Aggregation nur als Monomer vorliegt. Dies könnte erklären, weshalb 

RTP1p135-155 unter allen untersuchten Bedingungen in der Lage war Filamente auszubilden, 

während ΠRTP1p nur durch die Methode von Lee und Eisenberg (2003) in Filamente 

umgesetzt werden konnte. Es liegt nahe zu spekulieren, dass der N-Terminus von RTP1p 

ebenfalls die Bildung verschiedener oligomerer Formen begünstigt und so in vitro zur 

Ausbildung der amorphen Aggregate führt, welche nach der Aufreinigung von ΠRTP1p 

beobachtet wurden. Dass in vivo Filamente und keine amorphen Aggregate beobachtet 

wurden, unterstützt die Theorie der Bindung von Chaperonen für den Transfer (vergleiche 

retrograder Transport 4.1.4), insbesondere die Bindung von Chaperonen an den N-terminalen 

Bereich des Proteins. 

Wie die RTP1p135-155- Filamente, so zeigten auch die ΠRTP1p-Filamente eine Fluoreszenz 

nach Inkubation mit Thioflavin T. Dass die Fluoreszenzintensität bei ΠRTP1p jedoch deutlich 

schwächer ausfiel liegt zum Einen an der sehr viel geringeren Konzentration sowie mit großer 

Wahrscheinlichkeit an der Struktur der Filamente selbst. Während eine Aggregationsdomäne 

allein ideale „parallel superpleated β-structures“ ausbilden kann, wird die Aggregation des 

Gesamtproteins stark durch die Bereiche außerhalb der Aggregationsdomäne beeinflusst 

(Kajava et al., 2004). Da die Fluoreszenz von Thioflavin T stark von der Quartärstruktur der 

Aggregate abhängt (Krebs et al., 2005), führt bereits eine geringe Änderung der Struktur zu 

einem Verlust der Fluoreszenzintensität. 
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Nur für wenige amyloidogene Proteine wurde bisher beschrieben, dass sie in der Lage sind 

spontan in eine aggregierende, aktive Konformation überzugehen, ohne dass ein Hilfsprotein 

oder ein bereits aktives Protein die Konformationsänderung bewirkt (Tuite und Koloteva-

Levin, 2004). Sowohl RTP1p135-155 als auch ΠRTP1p zeigen jedoch diese spontane 

Aggregation. Bocharova et al. (2005) konnten aufgrund von Versuchen mit heterologem 

Maus PrP zeigen, dass für eine spontane Umformung in die aktive aggregierende Form 

(PrPSc), offensichtlich die Möglichkeit bestehen muss, intakte Disulfidbrücken auszubilden. 

Dass an der Aggregation von ΠRTP1p ebenfalls Disulfidbrücken beteiligt sind, wurde 

dadurch deutlich, dass für die Umwandlung der amorphen Aggregate in Filamente hohe 

Konzentrationen an DTT nötig sind, um die Plaques zu lösen. Obwohl dieses Verhalten auf 

intermolekulare Disulfidbrücken bei der Aggregation schließen lässt, wurde für PrPSc gezeigt, 

dass offensichtlich intramolekulare Disulfidbrücken für die Stabilität der Aggregate 

verantwortlich sind (Welker et al., 2002). Da das in der Aggregationsdomäne vorhandene 

Cystein offensichtlich keine intermolekularen Bindungen eingeht (siehe oben), scheinen auch 

bei ΠRTP1p wie bei PrPSc, die intramolekularen Disulfidbrücken für die Aggregation von 

Bedeutung zu sein. 

Pilzliche Proteine welche sich wie RTP1p durch eine spontane Aggregation sowie durch 

konservierte Disulfidbrücken auszeichnen sind die Hydrophobine (Kershaw et al., 2005). 

Hydrophobine sind pilzliche Oberflächenproteine welche in der Lage sind, flächige 

Multimere auszubilden, die als „rodlets“ bezeichnet wurden (Wessels, 1993). Struktruelle 

Analysen der Bildung dieser „rodlets“ ergaben, dass die Aggregation auch hier über 

β-Faltblätter erfolgt, welche eine schnelle Aggregation und hohe Ordnung sowie Stabilität 

ermöglichen (Kwan et al., 2006). 

Vergleichbar zu RTP1p wird MHP1, ein Hydrophobin aus Magnaporte grisea, nur in planta, 

in späten Phasen der Infektion exprimiert und konnte mithilfe von Mutanten als Pathogeni-

tätsfaktor identifiziert werden (Kim et al., 2005). Im Gegensatz zu RTP1p korreliert seine 

Expression jedoch mit dem zunehmenden Absterben der pflanzlichen Zellen, weshalb Kim et 

al. (2005) auch eine Rolle des Proteins als Toxin in Betracht ziehen. Dass Prion-Proteine 

unabhängig von Primärstruktur und Lokalisation aufgrund ihrer membranschädigenden 

Wirkung toxisch sein können, wurde von Kayed et al. (2003) postuliert. Da jedoch auch bei 

Anwesenheit von RTP1p die extrahaustorielle Membran ihre Semipermeabilität nicht verliert 

(siehe Ergebnisse 3.1.2), scheint RTP1p in der extrahaustoriellen Matrix und im Cytoplasma 

in einer Form vorzuliegen, die keine Membranschäden verursacht (siehe 4.1.3 S. 100). 
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Doch welche Aufgabe könnte RTP1p aufgrund seiner Eigenschaft zur Aggregation und zur 

Filamentbildung besitzen? 

 
Abbildung 4-3 Modell zur Verteilung und Funktion von RTP1p. 
Dargestellt sind Filamente in der extrahaustoriellen Matrix (EHM) sowie im pflanzlichen Cytoplasma (PC). Das 
Schema zeigt, wie sich in den äußeren Bereichen des Netzwerks der pflanzliche Zellkern (PN) sowie Chloro-
plasten (CH) befinden und dass das Netzwerk zum Haustorium hin an Dichte zunimmt. Die höhere Dichte der 
Filamente führt in diesem Modell dazu, dass pflanzliche Vesikel (PV) nicht bis an die extrahaustorielle 
Membran (EM) gelangen und somit keine toxischen oder lytischen Substanzen in die extrahaustorielle Matrix 
entlassen können. 
 
Insbesondere bei Pilzen können Prion-Proteine Phänotypen mit Funktionsverlusten, ähnlich 

Knock-out Mutanten hervorrufen (Uptain und Lindquist, 2002). Betrachtet man die 

Lokalisation von RTP1p im pflanzlichen Cytoplasma, so fällt insbesondere die hohe Konzen-

tration von RTP1p um das Haustorium herum auf, welche möglicherweise durch Filamente, 

die das gesamte Haustorium umgeben hervorgerufen wird. Ein Funktionsverlust der Wirts-

zelle, welcher durch ein entsprechend dichtes Netzwerk bedingt sein könnte, ist die Fuso-

genität von Vesikeln mit der extrahaustoriellen Membran, so dass lokal ein den pen1-1 oder 

ror2-1 Mutanten ähnlicher Phänotyp entstehen könnte (siehe 4.1.3 S. 99 und Abbildung 4-3). 

RTP1p könnte somit ein wesentliches Element zur Differenzierung einer nicht fusogenen, 

parasitophoren Membran sein, wie dies in biotrophen Interaktionen von Parniske (2000) 

diskutiert wurde, die so den Pilz vor pflanzlicher Abwehr schützt. 
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RTP1p ist somit das erste Protein eines pflanzenpathogenen Organismus, für welches gezeigt 

werden konnte, dass es vergleichbar Prionen oder β-Amyloiden in der Lage ist, Filamente 

aufgrund einer cross-β-Aggregation auszubilden. Zusätzlich wurde gezeigt, dass RTP1p in 

das Cytoplasma der pflanzlichen Zelle transferiert wird, wo es möglicherweise die durch das 

Haustorium gestresste Zelle vor dem Kollaps bewahrt und zusätzlich den Pilz vor der pflanz-

lichen Abwehr schützt. RTP1p könnte daher als ein wesentlicher Faktor an der Aufrecht-

erhaltung der Biotrophie beteiligt sein („accomodation factor“, mündliche Mitteilung Prof. 

Dr. Mendgen). 
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5 AUSBLICK 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten zahlreiche Aspekte des Transfers, der 

Lokalisation sowie der Funktion von RTP1p geklärt werden. Aufgrund der erhaltenen 

Ergebnisse ergeben sich jedoch neue Fragestellungen. 

Transfer: Mit großer Wahrscheinlichkeit erfolgt der Transfer von RTP1p in das Cytoplasma 

der Pflanze, ausgehend von Einstülpungen der extrahaustoriellen Membran. Für eine 

Bindung des Proteins an die Membran der Einstülpungen und somit für den weiteren 

Transfer könnte eine Glykolipid-Bindedomäne verantwortlich sein, wie sie im 

konservierten C-terminalen Bereich des Proteins identifiziert wurde. Da für Rostpilze 

bisher keine stabilen Transformationssysteme zur Verfügung stehen, um mögliche RTP1p 

Mutanten auf ihre Fähigkeit zum Transfer zu analysieren, ist das Ausweichen auf 

heterologe Systeme unumgänglich. Als hemibiotrophes heterologes System bietet sich 

z. B. das Pathosystem Colletotrichum destructivum auf Arabidopsis thaliana an, da in 

diesem System sowohl Wirt als auch Pathogen transformierbar sind (O'Connell et al., 

2004). Ein besonderer Vorteil des Arabidopsis Wirt-Systems, liefert neben der 

Transformierbarkeit, das umfangreiche genetische Reservoir, wie z. B. die genetisch gut 

charakterisierte Nordborg Sammlung (Aranzana et al., 2005). Mithilfe dieser Sammlung 

sowie einem Pseudomonas syringae-Deliverysystem (Schechter et al., 2004) sollte es 

möglich sein Arabidopsis Variationen zu finden, welche cytoplasmatische 

Resistenzrezeptoren gegen RTP1p exprimieren. Mithilfe des pilzlichen C. destruktivum-

Deliverysystems könnten dann, durch gezielte Mutationen an RTP1p, die Aminosäuren 

oder Bereiche gefunden werden, welche für den Transfer in die Pflanze mit verantwortlich 

sind. In den „RTP1p-sensitiven Pflanzen“ sollten nur die Zellen eine Abwehrreaktion 

zeigen, bei welchen tatsächlich ein Transfer von RTP1p in das Cytoplasma erfolgt. 

Zusätzlich könnte mithilfe dieses Systems geklärt werden, wann der Transfer beginnt und 

wie lange RTP1p in das Cytoplasma transferiert wird, bevor ein cytologischer Nachweis 

möglich ist. Sollte sich zeigen, dass für den Transfer spezielle Anpassungen des Proteins 

an die Wirtspflanze erfolgt sind, so könnte das oben beschriebene System ebenfalls auf 

M. truncatula übertragen werden. 

Lokalisation: In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass RTP1p mit großer 

Wahrscheinlichkeit sowohl in der extrahaustoriellen Matrix als auch im Cytoplasma 

Filamente ausbildet. Zu klären bleibt jedoch, ob RTP1p in diesen Kompartimenten 

tatsächlich in der Lage ist das postulierte Netzwerk aus diesen Filamenten aufzubauen, und 

ob es sich bei diesem Netzwerk um ein zwei- oder dreidimensionales handelt. Wie in 4.2.4 
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S. 119 ausgeführt, ist eine Möglichkeit die cytologische Analyse mithilfe elektronen-

mikroskopischer Methoden. Da die vorhandenen Antikörper das nicht denaturierte, zu 

Protofilamenten aggregierte RTP1p nicht erkennen, ist es für weitere Analysen jedoch 

wichtig Antikörper herzustellen, welche gegen exponierte Epitope des C-Terminus 

innerhalb der Filamente gerichtet sind. Neben den elektronenmikroskopischen Methoden 

sollten des weiteren lichtmikroskopische Methoden mithilfe amyloidspezifischer 

Farbstoffe etabliert werden. Für die Anwendung dieser Farbstoffe ist es von Bedeutung, 

die Proben besonders schonend zu fixieren, um die Einlagerung der Farbstoffe in die 

Filamente nicht zu behindern und Hintergrundfluoreszenzen durch unspezifische 

Bindungen zu verhindern. Da RTP1p Aggregate sich als Proteinase K resistent erwiesen 

(Kemen, 2006), könnte sowohl in der Elektronenmikroskopie als auch in der Lichtmikro-

skopie ein kurzer Proteinase K-Verdau helfen, das Netzwerk freizulegen, um so einen 

Nachweis zu ermöglichen. 

Funktion: Da gezeigt werden konnte, dass RTP1p mit großer Wahrscheinlichkeit ein 

wichtiger Faktor für die Erhaltung der Biotrophie ist und seine Funktion neben der 

Blockierung von Abwehrreaktionen in der Stabilisierung der Zelle liegen könnte, sollten 

insbesondere hierzu weiter Versuche durchgeführt werden. Wie in 4.3.1.1 S. 122 

ausgeführt, eignen sich als Testsysteme besonders die Kombinationen P. pachyrhizi auf 

G. max oder P. pachyrhizi auf M. truncatula, da P. pachyrhizi mit großer Wahrscheinlich-

keit keine RTP1p Homologen besitzt und zudem selbst in kompatiblen Interaktionen 

Abwehrreaktionen auslöst. Als weiteres Testsystem könnten Protoplasten herangezogen 

werden. Auch wenn ΠRTP1p offensichtlich nicht bis in das Cytoplasma der Protoplasten 

transferiert wird, so könnte doch ein Proteintransfersystem wie dies für den Transfer von 

Proteinen über tierische Plasmamembranen beschrieben wurde (Chen et al., 2006) helfen, 

korrekt gefaltetes ΠRTP1p direkt in das Cytoplasma zu transferieren. So in die 

Protoplasten transferiertes ΠRTP1p könnte in der Lage sein, Filamente auszubilden. Da 

verschiedene Substanzen wie z. B. H2O2 den Zelltot bei pflanzlichen Zellen induzieren 

können (McCabe und Leaver, 2000), würde sich dieses System eignen um Tests 

durchzuführen die zeigen, ob RTP1p die Protoplasten stabilisieren kann. Da bereits 

zahlreiche Mutanten von ΠRTP1p in P. pastoris zur Verfügung stehen (Kemen, 

2006)(Pretsch, mündliche Mitteilung), würde sich dieses System dazu eigenen, die 

vorhandenen Proteine auf ihre Funktionalität in pflanzlichen Systemen zu testen. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
RTP1, das Gen des „Rost transferierten Proteins 1“, kodiert für ein 23-25 kDa großes Protein 

(RTP1p), welches spezifisch von Rostpilz-Haustorien exprimiert und in die pflanzliche 

Wirtszelle transferiert wird. 

In der vorliegenden Arbeit werden Wege des Transfers in die pflanzliche Zelle, Orte der 

Lokalisation sowie strukturelle und damit verbundene funktionelle Charakteristika des 

Proteins aufgezeigt. 

1.) Ultrastrukturelle Analysen der extrahaustoriellen Membran von Uromyces faba auf Vicia 

faba und U. striatus auf M. sativa ergaben, dass diese spezialisierte Plasmamembran 

Einstülpungen in das Cytoplasma hinein aufweist, in welchen sowohl Uf-RTP1p als auch 

Us-RTP1p nahe an der Membran akkumulieren. Dass diese Einstülpungen insbesondere dann 

auftraten, wenn hohe Konzentrationen von RTP1p im Cytoplasma lokalisiert wurden legt den 

Schluss nahe, dass diesen Strukturen eine bedeutende Rolle beim Transfer zukommt. Weiter 

unterstützt wurde die Hypothese durch die Beobachtung, dass diese Membranstrukturen stets 

eine enge Assoziation zu den pflanzlichen Endomembransystemen aufwiesen. 

2.) Lebend-Zell-Mikroskopie der Differenzierung von U. fabae Haustorien in Parenchym-

zellen von Vicia faba ermöglichte die Einteilung der Interaktion in drei Stadien: Stadium A 

umfasst die Penetration der Wirtszelle und die Differenzierung eines frühen Haustoriums. In 

Stadium B setzt ein Längenwachstum des Haustorienkörpers in der Wirtszelle ein und in 

Stadium C beginnt das Haustorium Fortsätze mit verzweigtem Wuchs auszubilden. Von 

Stadium B an wurde der Zellkern in dichter Assoziation zum Haustorium lokalisiert. 

Insbesondere in Stadium C war neben der dichten Interaktion von Haustorium und Zellkern, 

eine Akkumulationen von Chloroplasten um das Haustorium zu beobachten. Bei der Analyse 

der Cyclose zeigte sich, dass von diesem Stadium an eine zunehmende Lähmung auftrat. 

Immunocytologische Analysen der Entwicklungsstadien ergaben, dass Uf-RTP1p stadien-

abhängig sekretiert wird. Insbesondere in späten Stadien in denen die Cyclose zum erliegen 

kam, wurden hohe Konzentrationen von RTP1p sowohl in der extrahaustoriellen Matrix als 

auch im Cytoplasma lokalisiert. 

In elektronenmikroskopischen Analysen dieser Kompartimente wurden an den Orten hoher 

Uf-RTP1p Konzentrationen sowohl in der extrahaustoriellen Matrix als auch im pflanzlichen 

Cytoplasma filamentartige Strukturen lokalisiert. 

3.) Um zu klären warum RTP1p trotz seiner geringen Größe und vorhergesagten Löslichkeit 

nicht frei im Cytoplasma diffundiert und ob RTP1p in der Lähmung der Cyclose am 

Haustorium involviert sein könnte, wurden in silico Analysen durchgeführt. Diese Analysen 
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ergaben eine β-Aggregationsdomäne im konservierten C-terminalen Bereich des Proteins. Ein 

synthetisches henicosa Peptid der β- Aggregationsdomäne wies eine spontane Aggregation zu 

filamentösen Strukturen auf. Aggregationsversuche mit heterolog in P. pastoris exprimiertem 

Uf-RTP1p (ΠRTP1p) ergaben, dass das heterolog exprimierte Protein amorphe Aggregate 

ausbildet welche sich über ein Redox-Experiment in Filamente konvertieren ließen. Durch 

Anwendung des Farbstoffs Thioflavin T zum Nachweis amyloider Proteinaggregate, wurden 

sowohl die amyloidähnlichen Eigenschaften von ΠRTP1p als auch des synthetischen Peptids 

durch fluoreszenzspektroskopische Analysen aufgezeigt. CD-Spektroskopische Analysen 

zusammen mit Strukturvorhersagen des synthetischen Peptids ließen für die 

Aggregationsdomäne eine β-Strang-Loop-β-Strang Struktur erkennen. Vergleiche dieses 

Strukturmotivs mit weiteren Proteinen ergaben, dass diese Motive nicht nur bei der 

Aggregation von Proteinen eine Rolle spielen, sondern zudem den retrograden Transfer in 

Zellen durch Bindung an Glykolipide ermöglichen. 

RTP1p ist somit das erste Protein eines pathogenen Pilzes, das in den Wirtsorganismus 

transferiert wird, eine β-Aggregationsdomäne besitzt und offensichtlich in der Lage ist 

amyloidähnliche filamentöse Strukturen auszubilden. Aufgrund ihrer beschriebenen Stabilität 

könnten diese amyloidähnlichen Filamente entscheidende Funktionen in der mechanischen 

Stabilisierung der Interaktionszone zwischen Pilz und Pflanze aufweisen und den Pilz vor 

pflanzlicher Abwehr schützen. RTP1p könnte somit für eine Aufrechterhaltung der Biotrophie 

nötig sein. 
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7 SUMMARY 
 
RTP1, Rust Transferred Protein 1, encodes a protein of 23-25 kDa. This protein (RTP1p) is 

exclusively expressed in rust haustoria and transferred into the host cytoplasm. 

In this work, transfer mechanisms, sub cellular targets, as well as structural characteristics, 

and correlations to functional characteristics are presented. 

1.) Ultra structural research into the specialised extrahaustorial membrane of Uromyces fabae 

on Vicia faba and U. striatus on Medicago sativa revealed cytoplasmical invaginations. 

Uf-RTP1p and Us-RTP1p mainly accumulated within these invaginations close to the plasma 

membrane. For the emergence of these invaginations strongly correlates with the maximum of 

RTP1p localisation within the plant cytoplasm we postulate, that these structures are involved 

in transfer of RTP1p. This hypothesis is supported by the close association of the plant 

endomembrane system with the membrane invaginations. 

2.) Stages of U. fabae haustorial development within parenchymatic cells were classified by 

live cell imaging: 

Stage A comprises the host cell penetration and differentiation of an early haustorium. 

Elongation of the haustorial body defines stage B, while stage C is characterised by branched 

haustorial lobes extending in the host cell. From stage B onward, the plant nucleus shows 

close association with the haustorial structures and chloroplasts tend to accumulate around the 

haustorium-nucleus-complex. At the end of stage C cyclosis seems to be paralysed within 

infected cells. 

Immunocytological analysis revealed a stage dependent localization of RTP1p. Shortly after 

haustorial differentiation, RTP1p immunosignal occur within the extrahaustorial matrix. 

Predominantly in stages where plant organelles are closely associated with the haustrorial 

body and increasing paralysis occurs, high concentrations of RTP1p were detected within the 

plant cytoplasm.  

Fimbriae-like structures showing RTP1p antigenicity were detected by electron microscopy 

within the extrahaustorial matrix and the plant cytoplasm, corresponding to compartments 

with high signal intensity in light microscopy. 

3.) To find out why the small and hydrophilic RTP1p does not show free diffusion within the 

plant cytoplasm but shows a gradual distribution instead, was first analysed in silico. A beta-

aggregationdomain was identified in the conserved C-terminal part of the protein. In order to 

find out whether this predicted domain is functional and whether it may be involved in 

blocking cyclosis of the host cell, a synthetic peptide comprising the predicted domain was 
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design. Designed analysis using this peptide revealed a spontaneous aggregation to amyloid-

like filamentous structures. Instead of filaments, amorphous plaques were found, when entire 

Uf-RTP1p was expressed in the heterologous system Picha pastoris. Red-ox-experiments 

allowed to convert these plaques into filaments. Thioflavin T staining pointed out an amyloid-

like characters of both, the filaments formed by the synthetic peptide or the filaments formed 

by the heterologous protein. CD-spectroscopical analysis as well as structural predictions 

revealed a beta-sheet-loop-beta-sheet structure of the aggregation domain. Comparative 

structural analyses have stimulated the idea, that beside being involved in aggregation, the 

aggregation domain also strongly resembles a glycolipid binding domain. This domain may 

be involved in the transfer of the protein into the host cytoplasm. 

RTP1p is the first protein of a plant pathogenic fungus which is transferred into the host cell 

possessing a beta-aggregation domain which has the potential to form filaments. Because of 

their stability, these filaments may be responsible to prevent a collapse of the host cell and 

protect the haustorium against plant defence. For that we propose, that RTP1p may be 

qualified as a fungal “accommodation factor”. 
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ANHANG: SEQUENZVERGLEICH DER PROTEINSEQUENZEN VON UF-, US- UND UA-RTP1P 
In einem Homologievergleich zwischen Uf-, Us-, und Ua-RTP1p ist die Signalsequenz in rot dargestellt, das potenzielle NLS mit weißer Schrift auf 
blauem Grund und die Aggregationsdomänen in gelb. Glykosylierungsstellen sind hellgrün unterlegt, Cysteine mit türkis und ein konserviertes 
potenzielles RxL-Motiv in grau. 
Mit Scheren sind potenzielle Prozessierungsstellen Markiert. Die Positionen über der Sequenz beziehen sich auf die Uf-RTP1p Sequenz (Alle 
Sequenzen wurden der Arbeit von A. Kemen entnommen). 
 
 
                 ¦10       ¦20       ¦30       ¦40            ¦50          ¦60       ¦70       ¦80       ¦90  
Uf-RTP1: SNLRLLFTIISLAAIARAQLVGSDVVLVRTSHQSMGKASVSYCR-----EMTRQH---HKRELDQDANPGHRRHKSEPEGVKPSNHTSAPTPSSPPLTTVD 
         :|||:::||| |||:|||  :.::|||||| |::|| |||| ||     ::.:.:   :||::|: ||. ::. | | |:.| ||. | :|||||:||||| 
Us-RTP1: PNLRVFLTIIILAAVARA--LTPGVVLVRTHHETMGLASVSICRAEKDIHLGHPNVRLRKRDMDKFANTPQHS-KLELEDAKDSNYLSKATPSSPSLTTVD 
                               :.|||||| ||:|| |||| |||  | | .... :||||::|. |. ..:| | .|||.|.||. :::|.||||||||| 
Ua-RTP1:                       SEVVLVRTAHESMGEASVSYCRALDSHST YTAHQLRKRELDSEATLEHKHHKQKLEDVKSSNHTTNPTHSSPSLTTVD 
 
              ¦100       ¦110      ¦120      ¦130      ¦140      ¦150      ¦160      ¦170      ¦180      ¦190  
Uf-RTP1: LTPAKLNTA-CYPGTFQAPLLEDCEVVIRAQLYNSTGSLQVSPGDYVFVSYGTCATVFQNPQYSKYSLQYNWAELGYVGGKLAGRCLLPEDHSMGGTAVFD 
         ||||||::: || |||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||| |:|::|||||||||:||||||||||||||||||||||| 
Us-RTP1: LTPAKLKSS-CYLGTFQAPLLEDCEVVIRAQLYNSTGSLQASPGDYVFVSYGTCATVFQNPQNSNYTIQYNWAELGYLGGKLAGRCLLPEDHSMGGTAVFD 
         |||||| :||| |||||| ||||||||||||||||||||.|||:||||||||||||||||:  |||:::||||||||:||||||||||||||||||||||| 
Ua-RTP1: LTPAKLITS-CYPGTFQAPSLEDCEVVIRAQLYNSTGSLQVSPGEYVFVSYGTCATVFQNPHYSNYSLEYNWAELGYVGGKLAGRCLLPEDHSMGGTAVFD 
 
              ¦200      ¦210      ¦220    
Uf-RTP1: TYLGRTYPDVIISLQRFDDRDFIIPE 
         ||||:||||||||||||||||||||| 
Us-RTP1: TYLGHTYPDVIISLQRFDDRDFIIPE 
         |||| |||: 
Ua-RTP1: TYLGGTYPE  
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