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De fascinerende diversiteit van microbiéle

NLP effectoren

Inleiding

Bacterién, schimmels en oomyceten gebruiken
een breed scala aan mechanismen om de gast-
heerplant te infecteren. Ze produceren daarvoor,
onder andere, zogenaamde effectoren (eiwitten of
andere moleculen) om een grote verscheidenheid
aan processen in de plant te beinvloeden zodat de
microbiéle ziekteverwekkers kunnen groeien en
ziekte veroorzaken. Op het eerste gezicht zou je
denken dat verschillende micro-organismen ook
erg uiteenlopende infectiemechanismen gebrui-
ken, maar het blijkt dat sommige gereedschappen
toch gebruikt worden door heel verschillende
groepen micro-organismen. Een mooi voorbeeld
hiervan zijn de NLP genen die voorkomen in
bepaalde bacterién, schimmels en vooral o6myce-
ten (Seidl & van den Ackerveken, 2019).

NLP staat voor Nep1l-like protein; eiwitten die
lijken op het Nep1 eiwit van Fusarium. Dicotyle,
maar niet monocotyle planten zijn erg gevoelig
voor het Nep1 eiwit wat necrose veroorzaakt, van-
daar de naam Necrose- en Ethyleen-inducerend
Protein 1 (Bailey, 1995). NLPs met een vergelijk-
bare activiteit zijn vervolgens gevonden in andere
schimmelsoorten, maar ook in bacterién en
o0myceten.

NLP eiwitten geven celdood of necrose als ze
worden geinfiltreerd in de intercellulaire ruimte
(de apoplast) van bladeren van dicotyle plan-
ten. De reactie wordt gestart door hun cytoly-
tische activiteit, d.w.z. dat ze de celmembraan
permeabel maken voor ionen (Ottmann et al.,
2009). Een groot aantal cytotoxische NLPs zijn
gevonden in diverse micro-organismen, waar-
van de meeste plant-geassocieerd zijn (Seidl &
van den Ackerveken, 2019). Cytotoxische NLPs
van ziekteverwekkers dragen mogelijk bij aan
celdood tijdens de necrotrofe fase van infectie.
Dit is echter alleen overtuigend aangetoond voor
Pectobacterium (voorheen Erwinia) bacterién, die
NLPs gebruiken om rotting van aardappelweefsel
te bevorderen, en waar de NLP Nip dus een viru-
lentiefactor is (Mattinen et al., 2004).

Membraanverschillen verklaren verschil
in gevoeligheid

Door de opheldering van de structuur van het
cytotoxische PyaNLP eiwit van Pythium apha-
nidermatum (Ottmann et al., 2009) en recent de
ontdekking van de binding van PyaNLP aan mem-
braanlipiden (Lenarcic et al., 2017) snappen we nu
beter waarom deze eiwitten alleen cytotoxisch zijn
op dicotyle planten (van den Ackerveken, 2017).
De grafische weergave van de driedimensionale
structuur (Figuurl) laat een aantal belangrijke
functionele elementen zien. In rood is het zoge-
naamde heptapeptide motief zichtbaar met drie
aminozuren (H, D en E) die belangrijk zijn voor de
binding van een tweewaardig kation. In de struc-
tuur is dat Mg*, maar dat kan in vivo ook Ca?* zijn.
Daaronder is een glucosamine molecuul zicht-
baar wat gebonden wordt door het NLP eiwit. De
affiniteit voor bepaalde suikers maakt dat PyaNLP
kan binden aan de suikerresiduen van glycosyl-
inositol phosphorylceramide (GIPC), een sphingo-
lipide in de membraan van de plant. PyaNLP kan
zowel GIPCs van dicotyle als monocotyle planten
binden. Bij dicotyle planten zijn er twee terminale
suikergroepen en kan het gebonden NLP eiwit met
de lipiden in de membraan interacteren, moge-
lijk met het vrijgekomen tryptofaanresidue (W,

in paars aangegeven), wat door de suikerbinding
meer naar buiten is gekomen. De interactie met
de membraan en mogelijke multimerisatie leiden
uiteindelijk tot lysis van de cel. Echter, in mono-
cotyle planten hebben de GIPCs drie terminale
suikers wat ertoe leidt dat het gebonden NLP eiwit
mogelijk te ver van de membraan verwijderd is
om enige lytische of toxische activiteit te hebben.
Het verschil in aantal terminale suikers op GIPC
sphingolipiden maakt of het NLP eiwit toxisch is
of niet. Als laatste vormen twee cysteine residuen
een disulfidebrug die essentieel is voor de toxi-
sche activiteit en die mogelijk belangrijk is voor

de stabiliteit van het eiwit in de apoplast (niet
weergegeven).

Een analyse van de UniProt eiwitdatabank (2018)
liet zien dat hierin ongeveer 1800 NLP eiwitten
aanwezig waren. Van de meer dan 10.000 verschil-
lende soorten organismen in de databank (van
bacterién tot de mens) bleken er slechts 500 één
of meer NLP eiwitten te coderen in hun genoom.
Taxa met veel NLP genen zijn actinomyceten

en proteobacterién, ascomyceet schimmels en
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Figuur 1: Eiwitstructuur van PyaNLP met de
aminozuurresiduen van het heptapeptidemotief die
belangrijk zijn voor cation binding (in rood) alsmede
de suiker-bindingsplaats waarin hier glucosamine is
gebonden (Lenarcic et al, 2017).

odmyceten. De schimmel- en o6myceetsoor-
ten coderen in veel gevallen voor meerdere NLP
eiwitten. Een belangrijk deel hiervan blijkt niet
cytotoxisch te zijn. Analyse van de NLP fami-

lie van de valse meeldauw van Arabidopsis
(Hyaloperonospora arabidopsidis) liet zien dat
geen van de 12 eiwitten necrose induceert op
tabak of Arabidopsis (Cabral et al., 2012). Dit

is niet onverwacht omdat valse meeldauw een
obligaat biotrofe ziekteverwekker is en dus afthan-
kelijk is van levende gastheercellen voor groei en
reproductie. Maar wat is dan de functie van niet-
cytotoxische NLPs voor het infectieproces als ze
geen celdood induceren?

Verrassende andere activiteit van
NLP eiwitten

Een mogelijke bijdrage van niet-cytotoxische NLPs
aan het verhogen van de vatbaarheid van planten
voor infectie werd getest in transgene Arabidopsis
planten die het HaNLP3 eiwit van H. arabidopsidis
tot overexpressie brachten. Tot onze verrassing
werden deze planten juist resistent en bleven ze
ook erg klein. Het bleek dat HaNLP3 herkend werd
door het immuunsysteem van Arabidopsis en
daarmee de afweer activeerde en de plant resistent
maakte (Oome et al., 2014). Het is al langer bekend
dat activatie van immuniteit vaak leidt tot ver-
mindering van de groei...iets wat ook gebeurde in
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onze transgene HaNLP3 planten. Gelijktijdig werd
gevonden dat inactieve vormen van het cytotoxi-
sche PpNLP eiwit (door mutatie of hitte-inacti-
vatie) ook het immuunsysteem van Arabidopsis
aanschakelde (Bohm et al., 2014). Een klein deel
van HaNLP3 (een peptide van 24 aminozuren,
nlp24) of PpNLP (een peptide van 20 aminozuren,
nlp20) bleek voldoende om het immuunsysteem
van Arabidopsis te stimuleren (Oome et al., 2014;
Bohm et al., 2014). Behandeling van bladeren met
synthetische peptiden was voldoende om typische
immuunresponsen te geven zoals de productie
van reactieve zuurstof en ethyleen, de activatie
van afweergenen, en de inductie van resistentie
tegen ziekteverwekkers zoals valse meeldauw.
Naast Arabidopsis en meerdere andere Brassica
soorten bleek ook sla de peptiden te herkennen en
een immuunrespons te geven (Bohm et al., 2014;
Raaymakers, 2018).

Door optimaal gebruik te maken van de model-
plant Arabidopsis konden op een efficiénte manier
de receptoren gekloneerd worden. Biochemische
en genetische studies toonden aan dat de NLP
peptiden nlp20 en nlp24 binden aan het mem-
braangebonden Receptor-Like Protein 23. Omdat
RLP23 geen intracellulair kinase domein heeft,
zoals de meeste receptoren, is het afhankelijk van
de co-receptor SOBIR1, een receptor-like kinase
(Albert et al., 2015). Samen met een derde recep-
tor, de receptor-like kinase BAK1, leidt herkenning
tot de activatie van immuniteit. Deze zogenaamde

Figuur 2: De valse meeldauw van Arabidopsis.
Sporulatie op kiemblad: duidelijk zichtbaar zijn de
vertakte sporendragers waarop de ongeslachtelijke
sporangiosporen worden gevormd, ook zijn links een
aantal bladharen van de plant zichtbaar.

189



ARTIKEL ]

pattern-recognition receptoren maken onderdeel
uit van het innate of aangeboren immuunsy-
steem van de plant en zorgen voor de detectie

van extracellulaire moleculen (Raaymakers & van
den Ackerveken, 2016). De RLP23 receptor komt
niet voor in andere plantensoorten terwijl de co-
receptoren SOBIR1 en BAK1 sterk geconserveerd
zijn binnen het plantenrijk. Aardappelplanten, die
normaal geen NLP herkennen, worden door trans-
formatie met een RLP23 transgen nu gevoelig voor
nlp20 (Albert et al., 2015). Deze planten laten ook
een verminderde vatbaarheid voor Phyfophthora
infestans en Sclerotinia sclerotiorum zien, twee
ziekteverwekkers die NLP eiwitten produceren.
De toepassing van dit soort genen wordt helaas
beperkt door onze GMO regelgeving, maar zou
anders kunnen bijdragen aan het verhogen van
resistentie tegen pathogenen.
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