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Samenvatting 

De bodembacterie Agrobacterium  tumefaciens heeft het unieke vermogen om genetisch 

materiaal over te dragen naar organismen behorend tot andere fylogenetische koninkrijken, 

met name planten, en staat daarom bekend als een natuurlijke genetische ingenieur. 

Agrobacterium  draagt een deel van zijn DNA (T-DNA), dat zich op een tumor-inducerend 

plasmide (Ti-plasmide) bevindt, over naar gastheercellen. Dit resulteert in de vorming van 

tumoren op planten, een fenomeen dat bekend staat als wortelhalsknobbel of kroongalziekte. 

Agrobacterium  kan T-DNA niet alleen overbrengen naar planten, maar ook naar gist, 

schimmels, algen, zee-egelembryo's en mogelijk zelfs naar menselijke cellen onder 

laboratoriumomstandigheden. Daarom kan Agrobacterium  worden gebruikt als een 

hulpmiddel om eukaryote organismen genetisch te modificeren voor moleculair biologische 

en biotechnologische doeleinden. Tijdens Agrobacterium-gemediëerde transformatie (AMT) 

worden naast het T-DNA ook effectoreiwitten  (VirD2, VirE2, VirF, VirE3 en VirD5) 

overgedragen naar de gastheercellen. Ook deze effectoreiwitten spelen een belangrijke rol bij 

het proces van transformatie (voor overzichtsartikelen zie: Tzfira en Citovsky, 2006; Gelvin, 

2010). Veel aspecten van de functies van deze eiwitten, de mechanismen van hun translocatie 

en hun transport binnen de gastheercel zijn onbekend. Om verder onderzoek te doen naar 

translocatie, lokalisatie en intracellulair transport van de Agrobacterium  effectoreiwitten heb 

ik twee verschillende visualisatiebenaderingen ontwikkeld die specifiek in Hoofdstuk 2 en 

Hoofdstuk 3 van dit proefschrift worden beschreven. In Hoofdstuk 4 heb ik gebruik 

gemaakt van het feit dat Agrobacterium  ook kan worden gemanipuleerd om andersoortige 

eiwitten over te brengen naar eukaryote cellen, door via Agrobacterium-gemediëerde 

eiwittranslocatie (AMPT) van het HO-endonuclease het paringstype van bakkersgist te 

veranderen. Vervolgens heb ik in Hoofdstuk 5 onderzocht of we de twee effectoreiwitten die 

essentieel zijn voor de opname van het T-DNA in de celkern van de gastheercellen, VirE2 en 

VirD2, zodanig gemodificeerd konden worden dat ze getransporteerd zouden worden naar de 

mitochondriën of chloroplasten in plaats van de celkern. Dit is een eerste stap naar de 

ontwikkeling van een systeem van Agrobacterium-gemediëerde transformatie van 

celorganellen. 

In Hoofdstuk 2 hebben we het zogenaamde  “split-GFP” systeem gebruikt om de translocatie 

en lokalisatie van de effectoreiwitten VirE2, VirD2, VirF en VirE3 in planten- en gistcellen 

te visualiseren. Dit systeem maakt gebruik van het feit dat GFP kan worden opgesplitst in 
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twee niet-fluorescerende fragmenten: GFP1-10 en GFP11 (Cabantous et al, 2005). Om de 

translocatie van eiwitten via deze methode te visualiseren, zijn genetisch gemodificeerde 

gastheercellen nodig die GFP1-10 tot expressie te brengen. Na translocatie van een 

effectoreiwit dat gekoppeld is aan GFP-11 wordt de fluorescentie van GFP hersteld en kan 

dan worden gedetecteerd met behulp van confocale of fluorescentiemicroscopen (Henry et 

al., 2017; Li et al., 2014; Sakalis et al., 2014). In dit hoofdstuk hebben we het effectoreiwit 

VirE2 intern gelabeld met GFP11 in plaats van aan de N-terminus, waardoor de kwaliteit van 

het fluorescentiesignaal, de biologische activiteit en de timing van de expressie sterk 

verbeterden in vergelijking tot die verkregen met N-terminaal gelabeled VirE2. Bovendien 

konden we de beweging van intern gelabeld VirE2 vastleggen, wat onmogelijk was met 

behulp van N-terminaal gelabeled GFP11-VirE2. Ondanks al deze verbeteringen heeft het 

systeem nog steeds duidelijke beperkingen. De belangrijkste beperking is dat transgene plant- 

en gistcellen nodig zijn die GFP1-10 tot expressie brengen. Ook was het niet mogelijk om de 

translocatie van de effectoreiwitten VirF en VirE3 met het split-GFP-systeem te detecteren, 

mogelijk als gevolg van conformationele beperkingen die GFP-reconstitutie onmogelijk 

maken. Dit moedigde mij aan om een ander fluorescerend eiwit te testen met mogelijke 

voordelen ten opzichte van het split-GFP systeem. Daartoe hebben we het fluorescerende 

eiwit LOV in huis gehaald om de translocatie van Agrobacterium-eiwitten te bestuderen, een 

aanpak die in Hoofdstuk 3 wordt beschreven. 

In Hoofdstuk 3 hebben we gebruik gemaakt van het fluorescerende eiwit phiLOV2.1 om 

translocatie van effectoreiwitten naar gastheercellen direct te kunnen visualiseren (Christie, 

2007; Huala et al., 1997; Buckley et al., 2015; Chapman et al., 2008; Gawthorne et al., 2016; 

McIntosh et al., 2017). In tegenstelling tot eerdere, op GFP gebaseerde methodologieën, is 

deze nieuwe methode niet afhankelijk van speciale transgene gastheercellen. Via deze aanpak 

hebben we met succes translocatie van VirE2, VirD2, VirE3, VirF en VirD5 naar cellen van 

wortels van Arabidopsis thaliana, tabaksbladeren en bakkersgist gevisualiseerd. Er werden 

duidelijke signalen verkregen die gemakkelijk te onderscheiden waren van het 

achtergrondsignaal, zelfs in de gevallen van VirE3 en VirF, waarvoor met het split-GFP-

systeem geen signalen in planten- en gistcellen konden worden verkregen. Er werden echter 

zwakkere fluorescentiesignalen waargenomen dan met het split-GFP-systeem. Ook 

‘photobleaching’ van phiLOV2.1 en de vaker voorkomende observatie van puntvormige en 

filamenteuze structuren van de effectoreiwitten vormen mogelijke nadelen. Daarom lijkt een 
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combinatie van het gebruik van verschillende technieken en fluorescerende eiwitten 

efficiënter en betrouwbaarder. Binnen Agrobacterium cellen was intern gelabeld phiLOV2.1-

VirE2 gelocaliseerd bij de celmembraan in zichtbare, hoefijzervormige structuren. Dit is in 

overeenstemming met de detectie van VirE2 in de membraanfractie van Agrobacterium  

(Christie et al., 1988; Dumas et al., 2001) en met de waarneming dat VirE2 kan fungeren als 

een kanaal om enkelstrengs DNA in vitro over te brengen (Christie et al., 1988; Dumas et al., 

2001; Duckely and Hohn, 2003). Onlangs hebben Li en Pan (2017) voorgesteld dat VirE2 de 

gastheercel binnentreedt door de clathrine-gemedieerde endocytose-route te kapen, maar 

eerst gelokaliseerd is bij de membraan van de plantencel. Wij observeerden ook de (bijna) 

plasmamembraanlokalisatie van de effectoreiwitten VirD2, VirF, VirD5 en VirE3, daarmee 

een vergelijkbare route suggererend waarmee de andere effectoreiwitten de gastheercel 

binnen komen. Eerder hebben we echter aangetoond dat het 39phiLOV2.1-VirE2 eiwit 

filament-achtige en punt-achtige structuren vormt in gist- en plantencellen die sterk 

beïnvloed werden door behandelingen die microtubuli verstoorden. Of dit het een andere 

route voor het transport van effectoreiwitten in de gastheercellen indiceert, zal verder 

onderzoek moeten uitwijzen. 

In Hoofdstuk 4 hebben we Agrobacterium  gebruikt om het HO-endonuclease te 

introduceren in gistcellen en aangetoond dat het overgedragen eiwit het wisselen van het 

paringstype van de gistcellen kon induceren. Dit hoofdstuk benadrukt verder het potentieel 

van het benutten van AMPT naar eukaryote cellen. Translocatie van eiwitten kan resulteren 

in veranderde eigenschappen van de doelcellen zonder genetische transformatie. In eerdere 

studies is Agrobacterium  met succes gemanipuleerd om het Cre-recombinase te introduceren 

in gist-, schimmel- en plantencellen om DNA-recombinatie te bewerkstelligen (Vergunst et 

al., 2000; Vergunst et al., 2005), en om het meganuclease I-SceI naar gist- en plantencellen 

over te dragen om gerichte integratie van DNA te verbeteren (Rolloos et al., 2005; van 

Kregten et al., 2011). Daarnaast is onlangs AMPT naar plantencellen ingezet om de 

regeneratie van recalcitrante plantensoorten zoals tulp en paprika te verbeteren via de 

overdracht van de ontwikkelingsregulator BABYBOOM (Khan, 2017). Schmitz (2018) 

toonde aan dat gerichte mutagenese van Nicotiana benthamiana haalbaar is door translocatie 

van het Cas9 eiwit via AMPT. Verder wordt in deze studie een nieuwe benadering 

beschreven om isopentenyltransferase (IPT) over te dragen voor selectie van 

getransformeerde Arabidopsis planten met behulp van AMPT (Schmitz, 2018). 
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De manipulatie van het DNA van celorganellen is van groot belang voor de biotechnologie. 

Een van de voordelen van het introduceren van transgenen in het chloroplast of 

mitochondriaal genoom in plaats van in het nucleaire genoom is dat deze organellen alleen 

maternaal worden overgeërfd (Bansal and Sharma, 2003; Sharma et al., 2005).  

Transformatie van organellen maakt ook stabiele expressie van transgenen zonder 

epigenetische interferentie mogelijk en faciliteert de introductie van meerdere transgenen 

tegelijkertijd in een operonstructuur (Wang et al., 2009), leidend tot gelijktijdige expressie 

van meerdere eiwitten via polycistronische mRNAs. Daarnaast kunnen hoge opbrengsten van 

transgenproducten worden bereikt door het grote aantal kopieën van de chloroplast- of 

mitochondriale genomen per cel. Agrobacterium  zou, door zijn unieke vermogen om T-DNA 

efficiënt over te dragen in gastheercellen, een ideale kandidaat zijn om te ontwikkelen tot een 

organelvector. Om dit te bewerkstelligen, moesten VirE2 en VirD2, de belangrijke 

effectoreiwitten die transformatie via AMT faciliteren, zodanig gemodificeerd worden dat ze 

getransporteerd worden naar de mitochondriën en chloroplasten. In Hoofdstuk 5 heb ik 

aangetoond dat VirE2 en VirD2, voorzien van mitochondriale en chloroplast 

overdrachtpeptides, kunnen worden overgedragen naar respectievelijk de mitochondriën en 

chloroplasten van gist en plantencellen. Hoewel translocatie naar de mitochondriën van gist 

efficiënt was, was overdracht naar chloroplasten van cellen van Arabidopsis dat niet. 

Desondanks maken onze resultaten het zeer de moeite waard om te investeren in verdere 

optimalisatie van deze aanpak en om te testen of de overdracht van T-DNA naar de 

organellen mogelijk wordt met deze gemodificeerde effectoreiwitten. 
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