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1 Einleitung
1.1 Virus-Wirt-Beziehungen

Proteine steuern die vielfaltigen Funktionen des Lebens. Dabei sind Interaktionen mit
anderen Proteinen zur Erfillung ihrer zellularen Funktion entscheidend. Diese umfassen
die Zellarchitektur, den Stoffwechsel, das Signalsystem sowie die Verfligbarmachung von
zellularer Energie (Bruckner et al. 2009). Komplexe biologische Systeme zeichnen sich
durch die Anwesenheit von Protein-Netzwerken aus. Zum Verstandnis der essentiellen
Prozesse und molekularen Zusammenhange ist eine Entschlisselung dieser Protein-
Netzwerke unumgéanglich. Pathogene nutzen zur eigenen Vermehrung die Protein-Protein-

Interaktionsnetzwerke der Wirtsorganismen.

Insbesondere Viren als obligate Parasiten sind fur ihre Vermehrung auf die
Syntheseleistung der lebenden Wirtszellen angewiesen, weil sie keinen eigenen
Stoffwechsel haben (Meyer-Kahsnitz 1993). Virusinfektionen an Pflanzen kénnen zu
erheblichen 6konomischen und dkologischen Schaden fihren (Blttner et al. 2013). So sind
in vielen Pflanzenarten ErtragseinbufBen bis zu 100 % keine Seltenheit (Scholthof et al.
2011). Alexander et al. (2014) fassen die besonderen Charakteristika der Pflanzenviren
zusammen. Pflanzenviren sind innerhalb verschiedener Taxa und Okosysteme weit
verbreitet. Umfangreiche Wirtspflanzenkreise, die auch verschiedene Taxa umfassen
kénnen, kommen haufig vor. Viren weisen oftmals eine erhéhte Mobilitat in der Natur auf,
indem sie sich bei der Ubertragung verschiedener Vektoren wie Arthropoden, Pilze und
Nematoden bedienen. Da Virusinfektionen einen groBen Einfluss auf den Ertrag und die
Fitness der Pflanze haben kénnen, ist das Verstandnis der Epidemiologie von eminenter
Bedeutung. Gleichzeitig gilt es aufzuklaren, welche molekularen Mechanismen dem
Virustransport zu Grunde liegen.
Die systemische Virusinfektion einer Wirtspflanze ist ein sehr komplexer Prozess, der auf
balancierten und geordneten Interaktionen von viralen und pflanzlichen Faktoren beruht.
Der komplexe virale Replikationszyklus umfasst den Eintritt des Virus in die Pflanze, die
En- und Dekapsidierung, die Replikation und Translation, den Kurz- und
Langstreckentransport innerhalb der Wirtspflanze sowie das Umgehen der pflanzlichen
Abwehr und kann nur durch die vielfaltigen Interaktionen mit Wirtsproteinen ermdglicht
werden (Brizard et al. 2006, Harries und Ding 2011). Fir die Untersuchung von
interagierenden Proteinen steht heute ein umfangreiches Methodenspektrum zur
Verfiigung, mit dem die Analyse von spezifischen Protein-Protein-Interaktionen aber auch
des Interaktoms einer Zelle oder eines Organismus bzw. die Suche nach bisher
unbekannten Interaktionspartnern moglich ist. Gangige Methoden sind unter anderem das
Hefe Zwei-Hybrid System (Yeast Two-Hybrid System, YTHS) und die bimolekulare
y
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Fluoreszenzkomplementation (BiFC). Bis heute konnten mittels dieser Methoden
zahlreiche pflanzliche Faktoren identifiziert werden, die den viralen Proteinen als

Interaktionspartner dienen.

1.2 Identifizierung von Virus-Virus-/ und Virus-Wirt-Interaktionen
mit dem YTHS

1.2.1 Grundlagen der systemischen Infektion einer Wirtspflanze

Jede Pflanzenzelle ist von einer Zellwand sowie i.d.R. einer Kutikula umgeben, die fir
Pflanzenviren undurchlédssig sind. Fir eine erfolgreiche Infektion muss diese Barriere
Uberwunden werden (Scholthof 2005). Die Notwendigkeit des Eindringens durch die
Zellwand kann umgangen werden, indem eine Ubertragung durch Samen und Pollen oder
vegetative Vermehrung erfolgt (Drews et al. 2013). Grundsétzlich wird zwischen einer
vektoriellen Ubertragung durch saugende bzw. stechende Nematoden oder Arthropoden
und einer nicht-vektoriellen Ubertragung durch mechanische Verletzung oder
kontaminiertes Boden- oder Nahrwasser unterschieden (Drews et al. 2013). Nach
erfolgreichem Eindringen in die Wirtszelle werden die Organellen der Zelle als Replikations-
und Ausbreitungsmaschinerie verwendet. Fir eine erfolgreiche systemische Infektion muss
zunachst der Kurzstreckentransport von der primar-infizierten Zelle in benachbarte Zellen
erfolgen. Dazu mussen die Viruspartikel nach der Replikation vom Ort der Replikation zu
den Plasmodesmata (PD) und diesen zytoplasmatischen Kanal erfolgreich passieren. Auf
diese Weise konnen verschiedene Gewebe infiziert werden, bis schlieBlich der
Langstreckentransport tber das vaskulare System erfolgt (Tilsner et al. 2014). Bereits 1934
wurde postuliert, dass der Transport des Tobacco mosaic virus (TMV) Uber diese Prozesse
erfolgt (Samuel 1934). Inzwischen ist bewiesen, dass die Passage von Pflanzenviren durch
spezialisierte virale Proteine, die Transportproteine (movement Proteine, MP), kontrolliert
wird. Diese vermitteln den Durchtritt von viralen Genomen oder ganzen Viruspartikeln durch
die PD als zytoplasmatische Zell-zu-Zell-Verbindungen und die Passage durch das
vaskulare System (Niehl und Heinlein 2011, Harries und Ding 2011, Harries und Nelson
2008, Schoelz et al. 2011).

Die systemische Infektion einer Wirtspflanze erfordert die Féahigkeit des Virus, sich in
verschiedene Zelltypen (Mesophylizellen, Biindelscheidenzellen, Parenchym- und
Geleitzellen, Siebelemente) auszubreiten, wahrend der lokale Zell-zu-Zell Transport
lediglich epidermale und Mesophylizellen umfasst. Lediglich 1 bis 15 virale Genome
realisieren die Neuinfektion einer benachbarten Zelle (Gutiérrez et al. 2012). Dabei ist die
Passage durch die PD der limitierende Prozess. Je nach Typ, pflanzlichem Gewebe und
Entwicklungszustand weisen PD unterschiedliche Eigenschaften auf (Lucas und Gilbertson

1994). Zudem besitzen PD einen Durchmesser von ca. 50 nm. Der zytoplasmatische Kanal
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weist einen Durchmesser von 3 bis 4 nm auf und erlaubt entsprechend des Stokes-Radius
die Passage eines etwa 30 kDa globularen Proteins (Tilsner et al. 2014, Lucas und Lee
2004, Lucas und Gilbertson 1994). Die natirliche Konformation bzw. das
GroBenausschlussvolumen (size exclusion limit, SEL) der PD erméglicht die freie Diffusion
von lonen und kleinen Molekilen wie Metaboliten und Pflanzenhormonen, verhindert aber
die Passage gréBerer Molekule (Hull 2014, Oparka et al. 1999, Lucas und Wolf 1999). Auch
virale Transportkomplexe (virale Ribonukleoproteinkomplexe, vRNP) oder Virionen
Uberschreiten in ihrer Gré3e das SEL um ein Vielfaches. Isometrische Virionen und vRNP-
Komplexe weisen einen Durchmesser zwischen 18 und 80 nm auf. Flexible
stdbchenférmige und filamentdse Viren sind lediglich 2,5 bis 15 nm breit, kbnnen aber eine
Lange bis 2 ym erreichen. Deshalb ist die Modifikation der PD durch die viralen MP fur
einen erfolgreichen Transport von Zelle zu Zelle essentiell.
Die VergréBerung des SEL und damit verbunden ein erfolgreicher Transport von
Viruspartikeln oder vRNP-Komplexen wird durch verschiedene Strategien innerhalb der
Pflanzenviren realisiert. Die zentrale Rolle in der Modifikation der Viruspartikel Gbernimmt
das virale MP. GroBe Unterschiede gibt es in der Art und der Anzahl der viruskodierten MP
sowie der Notwendigkeit der Beteiligung weiterer viraler Proteine. Generell lassen sich zwei
Transportstrategien unterscheiden (Niehl und Heinlein 2011, Tilsner et al. 2014) (Abb. 1.1):
Durch MP von Vertretern der Gattungen Nepo-, Como-, Alfamo- und Tospovirus
wird eine strukturelle Veranderung der PD herbei gefuhrt, indem der Desmotubulus durch
eine réhrenartige Struktur aus multimerisierten MP ersetzt wird (tubule-guided movement).
Die Lokalisation dieser Tubuli erfolgt in Interaktion mit Wirtsproteinen. Tubuli-bildende Viren
werden als kleine sphérische Virionen bzw. als vVRNP-Komplexe im Falle der Tospoviren
(Tilsner et al. 2014) transportiert. Das Grapevine fanleaf virus (GFLV) ist ein Vertreter der
Familie Nepovirus und wird Uber tubulare Strukturen transportiert (Kalasjan et al. 1979,
Ritzenthaler et al. 1995). Die Virusreplikation erfolgt am ER, translatierte MPs diffundieren
im Zytoplasma und binden schlieBlich an PD-lokalisierte Proteine (PDLP). An den PD
kommt es zur Ausbildung tubuléarer Strukturen aus multimerisierenden MP. Virionen werden
in die benachbarte Zelle in einem dynamischen Prozess von polarer Assemblierung und
Deassemblierung der MP an den Roéhren transportiert (Abb. 1.1). Dabei interagiert das MP
mit dem C-Terminus der viralen Hullproteine (Belin et al. 1999). PDLPs 1-8 sind Typl-
Transmembranproteine, die den Myosin-abhé&ngigen sekretorischen Stoffwechselweg
nutzen, um zu den PD transportiert zu werden (Amari et al. 2010, Amari et al. 2011). PDLP
sind entlang der inneren Membran der PD sowie an der Basis der MP-Tubuli lokalisiert. Sie
fungieren als Rezeptoren fur das MP von GFLV. Sie sind fir die Multimerisierung von MP
an PD essentiell, da deren Mutation eine defekte Tubulibildung bedingt, die den GFLV-
Transport einschrankt (Amari et al. 2010, Amari et al. 2011). Es konnte gezeigt werden,
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