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RNA-Lokalisierung in Pflanzenzellen

Visualisierung von mRNA und
mRNP-Komplexen in Pflanzenzellen

ULRICH HAMMES, JOHANNES SCHONBERGER, THOMAS DRESSELHAUS
ZELLBIOLOGIE UND BIOCHEMIE DER PFLANZEN, UNIVERSITAT REGENSBURG

Die Lokalisierung von mRNA in subzelluldaren Kompartimenten ist ein

Mechanismus, um Translation raumlich und zeitlich zu regulieren. Mithilfe

von viralen RNA-bindenden Proteinen haben wir allgemeine und zell-
spezifische Vektorserien entwickelt, um die Rolle von lokalen mRNP-
Komplexen auch bei Pflanzen untersuchen zu kénnen.

The localization of mRNA to subcellular compartments is a mechanism
for the regulation of translation with spatial and temporal control. By
means of viral RNA binding proteins we have developed general and cell-
specific vector series aiming to elucidate the role of mMRNP complexes in

plants.

Polaritat von Pflanzenzellen und
Bedeutung der Lokalisierung von
mRNAs

B Polaritdt von Zellen ist ein grundlegendes
Phidnomen, das in allen lebenden Organis-
men existiert [1]. Bei Entwicklungsprozessen
wird durch die Polaritat von ménnlichen und
weiblichen Gameten und insbesondere nach
Befruchtung durch die Polaritiat der Zygote
und des friithen Embryos die spitere Korpe-
rachse definiert. Die polare Lokalisierung von
mRNA ist hierbei ein essenzieller Mecha-
nismus, um Translation raumlich und zeit-
lich zu regulieren und Tochterzellen mit
unterschiedlichen Zellschicksalen zu erzeu-
gen. Dieser Mechanismus spielt bei Verte-
braten, Invertebraten und Pilzen sowohl wah-
rend der Entwicklung als auch in voll ausdif-
ferenzierten Zelltypen eine groBe und gut
dokumentierte Rolle [2]. Bei der Taufliege
Drosophila sind z. B. wahrend der frithen
Embryogenese bis zu 70 Prozent der mRNAs
polar lokalisiert [3]. Im Gegensatz dazu ist
bei Pflanzen nahezu unbekannt, ob mRNAs
polar lokalisiert sind, wie dies ggf. reguliert
wird und welche Bedeutung dieser Prozess
bei der reproduktiven und vegetativen Ent-
wicklung spielt. Insbesondere wéahrend der
Gametogenese (Bildung von Ei, Zentral- und
Spermazellen) und der Embryogenese wer-
den zahlreiche morphologisch unterschiedli-
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che polare Zelltypen erzeugt. Auch in der
adulten Pflanze werden kontinuierlich durch
die Aktivitat von Stammzellen in den Meris-
temen polare Zellen mit unterschiedlichen
Zellschicksalen differenziert. Uber die mole-
kularen Mechanismen der Polaritéitsetablie-
rung ist bisher wenig bekannt. Das Phyto-
hormon Auxin spielt eine zentrale Rolle und
definiert als Morphogen Bereiche, in denen
genetische Differenzierungsprogramme initi-
iert und anschlieBend Polaritat innerhalb von
Geweben etabliert werden [4]. Ziel unserer
Arbeit ist es, die Etablierung der Polaritat

pflanzlicher reproduktiver Zellen zu verste-
hen und die Beteiligung und Rolle von polar
lokalisierten mRNP-Komplexen hierbei zu
untersuchen.

Methoden zum Nachweis von mRNA
in Pflanzenzellen

Bei Pflanzen gibt es zum gegenwartigen Zeit-
punkt keinen eindeutigen Befund fiir eine
polare Verteilung von mRNAs wéhrend unter-
schiedlichster Entwicklungsprozesse. Dies
liegt groBtenteils in der zurzeit verfiigharen
Methodik begriindet. mRNA wird auf zellu-
larer Ebene in der Regel durch in situ-Hybri-
disierungstechniken nachgewiesen. Die
Untersuchung von Pflanzenzellen durch
whole mount in situ-Hybridisierung, bei der
Gewebe nicht geschnitten werden, wird
jedoch dadurch erschwert, dass insbesonde-
re reproduktive Organe (wie z. B. der Eiap-
parat) tief in maternale Gewebe eingebettet
und daher mit diesem Ansatz experimentell
schwer zuganglich sind. Herkémmliche
in situ-Hybridisierung von Gewebeschnitten
ist ebenfalls problematisch, da gametische
Zellen bei der Modellpflanze Arabidopsis tha-
liana, sehr klein sind (Eizelle: 12 um, Sper-
mazellen: etwa 2 um) und damit nur selten
geschnitten werden. Der Arbeitsaufwand
macht ein Durchmustern einer groen Anzahl
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A Abb. 1: A, Schematische Darstellung des Prinzips der Detektion von Ziel-mRNAs durch virale
RNA-Bindeproteine (RBP). In Ziel-mRNA intergrierte Haarnadelstrukturen (hairpin) werden
sequenzspezifisch erkannt und gebunden. Das hier gezeigte RBP ist mit einem griin fluoreszieren-
den Protein (GFP) und einer Kernlokalisierungssequenz (NLS) fusioniert. B, ausgewahlte Beispiele
verfligbarer Vektorserien. Links: RBP-Fusionen, rechts: hairloop-GATEWAY-Vektoren. Weitere

Erlduterungen siehe Text.
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A Abb. 2: Transiente Expression ausgewahlter Konstrukte in Epidermiszellen aus Tabak (Nicotia-
na benthamiana). A, MSCP-mVenus-NLS. B, AN-eGFP-NLS. C, Ko-Expression von AN-eGFP-NLS
und einer Ziel-RNA. Die Fluoreszenz in A und B ist ausschlieBlich im Zellkern lokalisiert. In Gegen-
wart der Ziel-RNA ist die Fluoreszenz iberwiegend im Zytoplasma zu finden (C). Alle Abbildungen
sind einzelne konfokale Schnitte, MaBstab: 50 pum.
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trometrie; C, Pull-down-
Assays; D, Hefe 2-
Hybrid-System. E, Die
Interaktion der Ziel-RNA
mit einem endogenen
RBP kann durch Fluore-
szenz-Resonanzenergie-
transfer (FRET) analy-
siert werden, wenn das
endogene RBP mit einem
FP fusioniert wird, wel-
ches mit dem viralen
RBP-FP-Komplex kompa-
tibel ist. Hier dargestellt
ist das Donor-Akzeptor-
Paar GFP und RFP. UAS:
upstream activating
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von Kandidaten-mRNAs daher fast unmog-
lich. Dariiber hinaus verfiigen Pflanzenzel-
len im Gegensatz zu tierischen Zellen {iber
eine Vakuole, die oft den groBten Teil des Zell-
volumens einnimmt und zuséatzlich Proble-
me bei der Fixierung bereitet. Ein etwaiger
Gradient einer Substanz im Zytoplasma ist
somit meist nur auf die Peripherie der Zelle
beschrankt und schwer zu visualisieren.
Eine alternative Methode, um eine polare
Verteilung von mRNA und Ribonukleinsau-
re-Protein(RNP)-Komplexen zu visualisieren,

stellen das AN- und das MS2-System dar. Die-
se Systeme beruhen auf der Fahigkeit viraler
RNA-Bindeproteine (RBPs), ihre komplemen-
taren RNA-hairpins sequenzspezifisch in
einer Ziel-RNA zu erkennen und mit hoher
Affinitat zu binden (Abb. 1A). Das AN-Sys-
tem stammt aus dem Phagen A, das MS2-Sys-
tem aus dem Phagen MS2. Die von diesen
RBPs erkannten Sequenzen werden auch als
boxB bzw. MS2 bezeichnet. Die RBPs AN und
das MS coat protein (MSCP) wurden hierzu
mit einem fluoreszenten Protein (FP) und

einer Kernlokalisierungssequenz (NLS) fusio-
niert (Abb. 1B). In Abwesenheit einer Ziel-
RNA (Kandidaten-mRNAs mit 5’ oder 3’ ein-
gefligten boxB- bzw. MS2-RNA-hairpins) ver-
bleibt das Bindeprotein im Zellkern. In Gegen-
wart einer Ziel-RNA wird die Fluoreszenz die-
ses Fusionsproteins nach Kernexport im Zyto-
plasma detektierbar. Ungebundenes RBP wird
aufgrund der Kernlokalisierungssequenz in
den Zellkern zuriicktransportiert. Dadurch ist
gewdhrleistet, dass Fluoreszenz im Zytoplas-
ma ausschlieBlich auf Ziel-RNAs bzw. Ziel-
RNA enthaltenden RNPs beruht. Beide Sys-
teme sind im tierischen System gut etabliert
[5, 6]. Bei Pflanzen wurde bisher nur das
MS2-System einmal erfolgreich zur Lokali-
sierung eines RNP-Komplexes in Reis-Endo-
sperm angewendet [7].

Um beide Systeme in Pflanzen zur routi-
nierten Durchmusterung einer groBen Anzahl
an Kandidaten-mRNAs zu etablieren, haben
wir verschiedene Vektorserien etabliert (Abb.
1B). Das kernlokalisierte MSCP liegt hierbei
als Fusion mit dem gelb fluoreszierenden Pro-
tein mVenus und das AN-Protein als Fusion
mit dem griin fluoreszierenden Protein eGFP
vor. Diese Fusionsproteine konnen prinzipiell
unter Kontrolle jedes Promotors exprimiert
werden - sinnvollerweise verwendet man den
nativen Promotor der Kandidaten-RNA oder
zelltypspezifische Promotoren. Um eine gro-
Be Zahl von Kandidaten-mRNAs untersuchen
zu konnen, wurden die oben beschriebenen
Ziel-hairpins in GATEWAY®-kompatible Vek-
toren (Invitrogen) eingebracht. Die hairpins
befinden sich entweder vor (MS2-System)
oder nach (AN-System) der Ziel-RNA. Damit ist
gewahrleistet, dass die RNPs unabhdngig von
der Positionierung der viralen RNA-Struk-
turmotive untersucht werden konnen.

Die Funktionalitdt beider Systeme wurde
durch transiente Ko-Expression von RBP-Kon-
strukt und Ziel-RNA-Konstrukt unter Kon-
trolle konstitutiver Promotoren in Nicotia-
na benthamiana-Epidermiszellen tiberpriift
(Abb. 2). Die Fluoreszenz der Fusionsprotei-
ne befindet sich in Abwesenheit einer Ziel-
RNA ausschlieBlich im Zellkern (Abb. 2A, B).
Diese Lokalisierung dndert sich durch Ko-
Expression einer Ziel-RNA, die Fluoreszenz ist
nun hauptsachlich an der Peripherie der Zel-
len detektierbar (Abb. 2C).

Fazit und Ausblick

Unsere vorldufigen Ergebnisse lassen den
Schluss zu, dass beide Systeme in Pflanzen
angewendet werden konnen. Die hohe Ver-
satilitat der hergestellten Vektorserien ermog-
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licht die Visualisierung von mRNP-Kom-
plexen in den verschiedensten Geweben
und die Analyse einer groBen Anzahl von
Kandidaten-mRNAs durch den Einsatz von
GATEWAY-kompatiblen Vektoren. Wenn
fiir eine Kandidaten-mRNA eine polare
Verteilung gezeigt werden kann, ist es dar-
iber hinaus moglich endogene Proteinbe-
standteile des jeweiligen mRNP-Komple-
xes z. B. durch das Hefe 3-Hybrid-Sytem
(Abb. 3A), nach Aufreinigung durch Mas-
senspektrometrie (Abb. 3B) oder Pull-
down-Assays (Abb. 3C) und Hefe 2-Hybrid-
System (Abb. 3D) zu identifizieren und zu
charakterisieren. Die Beteiligung einer
Kandidaten-mRNA am RNP-Komplex kann
dartiber hinaus auch durch Fluoreszenz-
Resonanzenergietransfer (FRET) gezeigt
werden, indem Proteinkomponenten z. B.
mit CFP (im MSCP-mVenus-System) bzw.
mCherry (im AN-eGFP-System) markiert
werden (Abb. 3E). Durch Protein-Protein-
Interaktionsstudien konnen anschliefend
weitere Proteine und damit die Zusammen-
setzung pflanzlicher mRNP-Komplexe auf-
geklart werden.
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