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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mechanismen der pflanzlichen Pathogenabwehr

Pflanzen missen wie alle Lebensformen standig auf Veranderungen in ihrer Umwelt
reagieren. Deshalb besitzen sie Sensoren, mit denen sie fur sie relevante
Umweltparameter erfassen, Signalverarbeitungs- und Weiterleitungssysteme, die
Informationen integrieren, beurteilen und an Effektorstrukturen vermitteln, und
Antwortprogramme, die es den Pflanzen ermdglichen, auch unter Extrembedingungen zu
uberleben. Eine derartige Extremsituation stellt fur Pflanzen der Befall mit pathogenen
Mikroorganismen dar. Durch Eingriffe in den pflanzlichen Stoffwechsel, einen
kontinuierlichen Entzug von Na&hrstoffen oder die Produktion von Toxinen kdnnen
phytopathogene Bakterien, Pilze, Viren und Viroide den Tod oder zumindest eine
deutliche Schwachung und damit die Verzégerung von Wachstum und Entwicklung der
befallenen Pflanze bewirken. Vor allem Kulturpflanzen sind einem hohen Pathogendruck
ausgesetzt, da ihr Anbau in Monokulturen die Ausbreitung und Adaptation von
Schadorganismen beginstigt und weil ihre Widerstandsfahigkeit gegen Krankheiten im
Vergleich zu Wildformen oftmals geschwécht ist. Dennoch sind Pflanzen gegen einen
Befall durch die meisten méglichen Phytopathogene resistent. Diese Nichtwirts- oder
Grundresistenz ~ stutzt sich auf induzierbare und passive, préaformierte
Schutzmechanismen (Prell, 1996; Kombrink und Somssich, 1995).

Praformierte  Schutzmechanismen konnen mechanischer oder chemischer Art sein.
Barrieren wie pflanzliche Zellwande oder die Wachsschichten der Kutikula verhindern
das Eindringen von Mikroorganismen in die Pflanze (Ride 1983). Antibiotische Produkte
des Sekundarstoffwechsels, die in Vakuolen gespeichert und in Zelwénde eingelagert
werden, unterdriicken mikrobielles Wachstum (Mansfield, 1983; Mahel, 1994;
Osbourn, 1996). Gelangen dennoch Mikroorganismen in die Pflanze, so werden sie in
der Regel durch die Pflanze erkannt, und die Auslosung einer zeitlich und raumlich genau
definierten pflanzlichen Abwehrantwort verhindert ihr Wachstum und ihre Vermehrung
(Scheel, 1992; Hammond-Kosack und Jones, 1996; Somssich und Hahlbrock, 1998).
Dieses induzierte Abwehrprogramm setzt sich aus einer Vielzahl von Einzelreaktionen
zusammen und wird Uber ein bisher nur unvollstdndig verstandenes Signalsystem
ausgeldst. Da eine Pflanzenart auf den Befall mit unterschiedlichen Pathogenen oftmals
mit den gleichen Abwehrantworten reagiert, ist in den meisten Fallen unbekannt, welche
Abwehrreaktionen in einer bestimmten Pflanze-Pathogen-Interaktion fir die Resistenz
notwendig sind und wo Redundanz besteht. Die einzelnen Komponenten der komplexen
pflanzlichen Antwort sind jedoch bei verschiedenen Pathogenen unterschiedlich wirksam
und fur die Bekdmpfung eines bestimmten Mikroorganismus ware in den meisten Fallen
nicht das gesamte Spektrum der induzierten Abwehrantwort notwendig (Glazebrook und
Ausubel, 1994; Thommet al, 1998; Kamouret al, 1999; Maleck und Dietrich, 1999).

Eine der schnellsten Reaktionen, die bei Infektion von Pflanzengewebe zu beobachten ist,
ist die massive Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wie z. B. OH-,und O
Radikalen und kED,. Dieser als “oxidative burst* bezeichnete Prozel3 weist einige
Annlichkeiten mit dem “respiratory burst* in Saugerleukocyten auf und geht nach weit
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verbreiteter Auffassung ebenfalls auf die primare Bildung v@rldden durch eine
NADPH-Oxidase zurick (Baker und Orlandi, 1995; Lamb und Dixon, 1997).
Verschiedene Gene mit Homologien zur katalytischen Untereinheit der Sduger-NADPH-
Oxidase sind in der Vergangenheit kloniert worden, doch konnte fiir die entsprechenden
Genprodukte bisher weder NADPH-Oxidaseaktivitat noch eine andere Funktion
innerhalb des ,oxidative burst* nachgewiesen werden (Ketledl, 1998; Torrest al,

1998). Der ,oxidative burst* ist ein wichtiges Element der pflanzlichen Abwehrantwort
und dient vermutlich u. a. dem Abtéten eingedrungener Schadorganismen und der
Vernetzung von Zellwandbestandteilen (Peng und Kuc, 1992; Brtsain 1994). Eine
zunehmende Anzahl von Arbeiten deutet jedoch auch auf eine zentrale Rolle des
“oxidative burst” in der Signaltransduktion und bei der Ausldsung der Resistenzantwort
hin (Lamb und Dixon, 1997; Scheel, 1998).

Bei Pilzinfektion und Verwundung wird oftmals direkt an der Infektionsstelle eine
Verstarkung der pflanzlichen Zellwande durch Auflagerung von Kallose beobachtet. Die
Bildung dieser zusétzlichen physikalischen Barriere geht auf die allosterische Aktivierung
einer [3-(1-3)-Glucansynthase zurtick, die konstitutiv im Plasmalemma vorhanden ist
(Kausset al, 1989). Ebenfalls auf die Infektionsstelle begrenzt ist die hypersensitive
Reaktion (HR). Dieses zentrale Element in der Abwehrreaktion vieler Pflanzen bewirkt
das Absterben von Zellen in einem begrenzten Bereich rund um die Infektionsstelle und
entzieht so dem Pathogen die Nahrungs- und Existenzgrundlage (Greenberg, 1997). Im
Gegensatz zum Zelltod, der bei erfolgreicher Kolonisation einer Pflanze durch ein
Pathogen beobachtet wird und ein Krankheitssymptom darstellt, ist der mit der HR
assoziierte Zelltod ein aktiver Prozel3 der Pflanzenzelle und wird aus diesem Grunde als
programmierter Zelltoddzeichnet (Dangdt al, 1996; Greenberg, 1997; Heath, 1998).

In einem begrenzten Bereich um die Infektionsstelle herum wird die Transkription einer
Vielzahl von Genen induziert bzw. reprimiert (Bowl&990; Scheel, 1991; Hammond-
Kosack und Jones, 1996; Somssich und Hahlbrock, 1998). Einige dieser
pathogenresponsiven Gene kodieren fur Enzyme des pflanzlichen Sekundarstoffwechsels,
was dazu fuhrt, dal3 in vielen Pflanzen der allgemeine Phenylpropanstoffwechsel und die
Synthese von Phenolen, wie z. B. den Vorstufen des Lignins hochreguliert wird (Dixon
und Paiva, 1995; Weisshaar und Jenkins, 1998). Auferdem akkumulieren in vielen
Pflanzen als Antwort auf Pathogenbefall und infolge der Expression der entsprechenden
Enzyme antibiotisch wirkende Produkte des Sekundarstofiwechsels, sogenannte
Phytoalexine (Smith, 1996). Neben Produkten, die auf den allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsel zuriickgehen, wie z. B. Cumarine, Stilbene und Flavanole,
konnen dies u. a. Alkaloide, Saponine oder Terpene sein (Bailey and Mansfield, 1982).
Eine andere Gruppe von Genen, deren Transkription in der Pathogenantwort induziert
wird, kodiert fir Proteine, die unmittelbar der Zellwandverstarkung dienen. Neben
Proteinen, die in die Zellwand eingelagert werden wie beispielsweise hydroxyprolinreiche
Glycoproteine und glycinreiche Proteine, sind dies Peroxidasen, die eine zusétzliche
Vernetzung der Zellwandbestandteile katalysieren (Kawatlet, 1995; Cassab, 1998).

Ein Teil der Proteine, die nach Pathogeninfektion akkumulieren und deren Funktion nicht
in allen Fallen bekannt ist, wurde unter dem Sammelbegriff PR-Proteine (“pathogenesis-
related”) zusammengefal3t (van Loetnal, 1994; Kombrink und Somsich, 1997). Dazu
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zahlen u. a. hydrolytische Enzyme, wie beispielswBigé-3)-Glucanasen, Proteasen

und Chitinasen. Diese Enzyme akkumulieren in den pflanzlichen Vakuolen und im
Apoplasten, wo sie moglicherweise pilzliche oder bakterielle Zellwdnde abbauen
(Kombrink und Somssich, 1997). Neben diesen lokalen Reaktionen wird in vielen
Pflanzen nach Infektion mit einem Pathogen eine systemische Resistenz (“systemic
aquired resistance” SAR und “induced systemic resistance” ISR) in der gesamten Pflanze
induziert, die gegen nachfolgende Infektionen mit verschiedenen Pathogenen immunisiert
(z. B. Chitinasen und Glucanasen) (Rwlsl, 1996; Van Lon, 1997; Dong, 1998).

Die Analyse der Promotorbereiche einer Vielzahl pathogenaktivierter Gene aus
verschiedenen Pflanzen hat gezeigt, dal} die pathogenresponsiven Promotoren beziglich
der Anzahl, Anordnung und Art der regulatorischen Elemente sehr voneinander
abweichen (Somssich, 1994; Rushton und Somssich, 1998). Trotz dieser Unterschiede in
der Promotorarchitektur finden sich einige typisadigElemente in den Promotoren
pathogenaktivierter Gene, wie z. B. GCC-, W- und G-Boxen und MRE-ahliche
Sequenzen (Rushton und Somssich, 1998). Mit Hilfe dieser Elemente konnten DNA-
bindende Proteine isoliert werden, die z. T. pflanzenspezifisch sind, wie die WRKY- und
EREB-Proteine (“ethylen response element binding“), die an W- bzw. GCC-Boxen
binden, z. T. aber auch in anderen Eukaryoten gefunden werden, wie MYP- und bZIP-
Faktoren (Rushton und Somssich, 1998).

1.2 Pathogenerkennung

Das oben skizzierte Abwehrprogramm wird erst ausgelost, wenn die Pflanze ein
eindringendes Pathogen wahrgenommen hat. Die Pathogenerkennung ist in der Regel
rezeptorvermittelt und erfolgt Gber Bestandteile des Pathogens oder Komponenten der
pflanzlichen Zellwand, die durch die Wirkung hydrolytischer Enzyme des Pathogens
freigesetzt werden (Ebel und Cosio, 1994; Hahn, 1996; Boller, 1995; Ebel und Scheel,
1997; Ebel und Mithofer, 1998). Derartige, als Elicitoren bezeichnete Substanzen losen
z. T. nur in einzelnen Spezies, z. T. in verschiedenen Pflanzenarten in geringer
Konzentration ein breites Spektrum pflanzlicher Resistenzreaktionen aus. Aufgrund
dieser Eigenschaft wurden in der Vergangenheit Polysaccharid-, Polypeptid-,
Glycoprotein- und Lipidelicitoren gereinigt (Bostoek al, 1981; Sharpet al, 1984;

Ricci et al, 1989; Parkeret al, 1991). In der Plasmamembran einzelner Pflanzen
konnten durch Bindungsstudien hochaffine Bindungsstellen fiir einige dieser Elicitoren
nachgewiesen werden (Cosb al, 1990; Nirnbergeet al, 1994; Wendehennet al,

1995; Shibuyeet al, 1996; Hanania und Avni, 1997). Lediglich in einem Fall konnte
bisher ein solcher Elicitorrezeptor bis zur Homogenitat gereinigt und in der Folge
kloniert werden (Mithéferet al, 1996; Umemotcet al, 1997). Die Sequenz dieses
klonierten Heptaglucanrezeptors aus Soja und die Eigenschaften der bisher
charakterisierten Elicitorrezeptoren geben jedoch keinen Aufschlul3 dariber, wie durch
sie das Signal zur Aktivierung der Pathogenabwehr ausgelost wird. So gibt es bisher
keine Hinweise, dall es sich bei ihnen um bekannte Rezeptortypen wie
Rezeptortyrosinkinasen oder Serpentine-Rezeptoren handelt.
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1.3 Rassenspezifische Resistenz

Trotz des wirkungsvollen Abwehrsystems der Pflanzen haben einzelne Pathogenarten
Mechanismen entwickelt, um bestimmte Pflanzenspezies zu parasitieren. Durch
Pathogenizitatsfaktoren sind sie in der Lage, die pflanzliche Abwehr auszuschalten, zu
verzégern oder unschéadlich zu machen (Prell, 1996). Eine solche Pflanze-Pathogen-
Interaktion, die erfolgreich fir das Pathogen verlauft, wird als kompatibel bezeichnet.
Aufgrund der Koevolution zwischen Pathogenen und ihren Wirten existieren jedoch auch
in Pflanzenarten, die suszeptibel fur ein bestimmtes Pathogen sind, einzelne Sorten, die
gegen bestimmte Rassen des Pathogens resistent sind. In der Regel gleicht das Muster
der Abwehrantwort, das bei Vorliegen einer solchen Wirts- bzw. rassenspezifischen
Resistenz beobachtet wird, dem Abwehrprogramm, das fur die Nichtwirtsresistenz
beschrieben wurde (Hammond-Kosack und Jones, 1996).

Die Wirtsresistenz ist vom Genotyp der Wirtspflanzensorte und der Pathogenrasse
abhangig. Arbeiten von Flor Uber die Vererbung von Pflanzenresistenz und
Pathogenvirulenz im Pathosystem Flachs/Flachsrost haben zur Aufstellung der Gen-fir-
Gen-Hypothese fir die Beschreibung der Wirtsresistenz gefihrt (Flor, 1971). Dieses
allgemein anerkannte Konzept besagt, dal} eine Pflanze-Pathogen-Interaktion bei
Vorliegen einer Grundkompatibilitat nur dann inkompatibel ist, wenn das Pathogen ein
Avirulenzgen &vr-Gen) tragt und der Wirt ein komplementéares ResistenzBebef)

besitzt. Die monogen determinierten Phanotypen Resistenz und Avirulenz sind in der
Regel dominant, was zu der Hypothese gefuhrt hat, daf3 in diesen Fallen R-Genprodukte
Rezeptoren fur avr-Genprodukte sind (de Witt, 1997). In der Tat konnte fur einige avr-
Genprodukte gezeigt werden, dal} sie als rassenspezifische Elicitoren wirken, d. h. dafl3
ihre Applikation in resistenten Pflanzensorten eine Resistenzantwort auslost (van den
Ackervekenet al, 1992; Joostert al, 1994; Wewelsiet al, 1991; Knogge, 1996).

Der Nachweis einer Rezeptorfunktion fur die entsprechenden R-Genprodukte steht in
fast allen Fallen jedoch noch aus, obwohl in den vergangenen Jahren eine Viel&hl von
Genen kloniert wurde (de Wit, 1997; Hammond-Kosack und Jones, 1997). Lediglich far
das bakterielleavr-Gen avrPto konnte im Hefe-Zwei-Hybrid-System eine Protein-
Protein-Wechselwirkung mit dem entsprechend®@en Pto nachgewiesen werden
(Scofieldet al, 1996; Tanget al, 1996).

1.4 Signaltransduktion in der pflanzlichen Pathogenabwehr

Die Signaltransduktion in der pflanzlichen Pathogenantwort wurde in der Vergangenheit
vor allem genetisch iArabidopsis thalianaGerste und Tomate und pharmakologisch in
Zellsuspensionskulturen untersucht (Ebel und Scheel, 1992; Ebel und Scheel, 1997,
Glazebrooket al, 1997a; Ebel und Mitthofer, 1998; Innes, 1998; Scheel, 1998). Die
Ergebnisse von Mutantenscreens in Arabidopsis, bei denen auf Verlust oder
Verminderung deR-Gen-vermittelten Resistenz oder Ausfall einzelner Aspekte in der
Resistenzantwort selektiert wurde, deuten darauf hin, dal3 bereits sehr frih nach
Pathogenerkennung eine Verzweigung der Signalwege erfolgt (Innes, 1998; van der
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Biezen und Jones, 1998). Nur sehr wenige Mutanten zeigen einen vollstandigen Verlust
der Resistenz; in den meisten Fallen wird ein intermediarer Resistenzphanotyp beobachtet
(Centuryet al, 1995; Glazebrookt al, 1996; Rogers and Ausubel, 1997; Glazebrook
et al, 1997b). Dabei sind alle bisher beschriebenen Signalmutationen Supressoren
mehrerer, aber nicht alleR-Gene. Die ndrl-Mutation (“no disease resistance")
suprimiert beispielsweise die R-GeR®M1, RPS2und RPS5 die alle putative “leucine
zipper* in ihrem N-Terminus besitzen (Centetyal, 1995). Die Mutation beeintrachtigt
jedoch nicht die Funktion volR-Genen, die stattdessen im N-Terminus eine Doméane mit
Homologien zur Effektordomane des Drosophila TOLL-Gens und Interleukin-1
Rezeptoren aus Saugern aufweisen (TIR-Domane). Derartige Resistenzgene mit einer
TIR-Doméane wie z. BRPS4 RPP2 RPP4 RPP5und RPP21werden jedoch durch
edsl (“enhanced disease susceptibility”) suprimiert (Parkéral, 1996; Aartset al,

1998). Ein weitereR-Genlocus RPP§ wirkt unabhangig voredslund ndrl (Aartset

al., 1998). Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dafl} unterschieRiGene verschiedene
Signalwege benutzen. Inwiefern sich die dadurch ausgelosten Abwehrprogramme
unterscheiden und ob die verschiedenen Signalwege an bestimmten Stellen konvergieren,
ist unbekannt. DeNDRZ- und derEDSZXLocus sind kloniert worden, doch die Funktion

ihrer Genprodukte ist unbekannt, auch wenn Homologien der EDS1-Sequenz zu
eukaryotischen Lipasen Anlal3 zu Spekulationen geben (Cesttaty 1997; Falket al,

1999).

Eine Ausnahmestellung unter den bisher klonierten Resistenzgenen Rironaus
Tomate ein. Dieses Gen kodiert fUr eine cytoplasmatische Serin/Threonin-Proteinkinase
(S/T-Proteinkinase) und vermittelt Resistenz gegeniPseudomonas syringae
Stammen, die das AvirulenzgenrPto besitzen (Martiret al, 1993; Loh und Matrtin,
1996). Im Hefe-Zwei-Hybrid-System konnte die direkte Interaktion zwischen avrPto und
Pto nachgewiesen werden. Ebenfalls mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems wurden
verschiedene Gene isoliert, deren Genprodukte mit Pto interagiBtén. (“Pto-
interacting gene 1) kodiert fur eine weitere S/T-Proteinkinase und wird durcim Pto
vitro phosphoryliert (Zhouet al, 1995). Pti4, 5 und 6 kodieren fur putative
Transkriptionsfaktoren mit Homologien zu EREB-Proteinen und binden an GCC-Boxen
pathogenresponsiver Gene (Zhetual, 1997). Obwohl viele Aspekte dieser Signalkette
unbekannt sind, 1&R3t sich aus den dargelegten Ergebnissen ein Modell ableiten, in dem
Pto nach Bindung an avrPto die Transkriptionsfaktoren Pti4, 5 und 6 phosphoryliert und
damit PR-Genexpression induziert (Zhaet al, 1997). Davon unabhéngig wird tber
Ptil-Phosphorylierung ein paralleler Signalweg aktiviert, der mdglicherweise die HR
auslost (Zhowet al, 1995).

Untersuchungen in Suspensionszellkulturen zeigten als schnellste Reaktion nach
Elicitorbehandlung einen Efflux von €lund K-lonen, einen Influx extracellularer
Protonen und C&lonen und einen Anstieg der cytoplasmatischefi-Eanzentration

(Felix et al, 1993; Nurnbergeet al, 1994; Tavernieet al, 1995; Chandra und Low,
1997). Verschiedene Inhibitor- und Effektorstudien deuten darauf hin, dal3 an der
Auslosung der lonenfliisse G-Proteine und Proteinkinasen beteiligt sind (Legéeatlre

1992; Felixet al, 1994; Mathieuet al, 1996; Gé et al, 1997). AuBerdem konnte
gezeigt werden, daf} die lonenflisse in den untersuchten Systemen notwendig und
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hinreichend fur die Auslésung der nachfolgenden Abwehrantworten sind €abs

1997; Pugiret al, 1997). C& ist ein ubiquitarer “second messenger* in Eukaryoten -
die Cd"-Homoostase und -Wirkung ist jedoch ausgesprochen komplex und in Pflanzen
nur unvollstandig verstanden (Trewavas und Malho, 1998). Inhibitorstudien, Arbeiten
mit C&'-Chelatoren und Patch-Clamp-Untersuchungen zeigen, daR ein Teil des
elicitorstimulierten C&-Einstroms durch C&Kanéle der Plasmamembran erfolgt (Jabs

et al, 1997; 4mmermannet al, 1997; Gé et al, 1997); inwiefern jedoch auch
intrazellulare C&-Speicher involviert sind, ist unbekannt.

Die wahrend des “oxidative burst” entstehenden ROS haben neben ihrer direkten
Abwehrwirkung auch eine wichtige Signalfunktion (Lamb und Dixon, 1997). Inhibierung
des ,oxidative burst® blockiert in zahlreichen Zellsuspensionskulturen verschiedene
Aspekte der Resistenzantwort, und wahrend in einigen Systemen die Applikation von
H,O, Abwehrantworten ausldst, ist dies in anderen Systemen nur dur8ei@ndlung
moglich (Levineet al, 1994; Jabst al, 1996; Jabst al, 1997; Alvarezt al, 1998).

Auch der aus Saugetieren bekannte “second messenger® Stickoxid (NO) ist
maoglicherweise eine wichtige Signalkomponente in der Ausldsung der pflanzlichen
Pathogenantwort. In Tabak wurde gezeigt, dal nach Infektion mit avirulenten
Pathogenen NO-Synthaseaktivitdat induziert wird (Durnet al, 1998). In
Arabidopsispflanzen und Soja-Zellsuspensionskulturen haben NO up®, H
synergistische Wirkung in der Auslésung von Zelltod (Delledogtnal, 1998) und in
Tabak induziert NO-Behandlung PR-Genexpression (Duehed, 1998), in Soja und
Kartoffel Phytoalexinproduktion (Delledonnet al, 1998; Noritakeet al, 1996).
Maoglicherweise wirkt NO ebenso wie in Saugern tiber ADP-Ribose und cyclisches GMP
(Durneret al, 1998). Weitere Komponenten, die die pflanzliche Pathogenabwehr und
die Induktion der systemischen Resistenz regulieren, sind die Phytohormone Salicylséaure,
Jasmonséure und Ethylen (Dong, 1998; Reymond und Farmer, 1999).

Proteinkinasen sind zentrale Elemente der eukaryotischen Signaltransduktion und
scheinen auch auf verschiedenen Ebenen der Aktivierung der Resistenzantwort eine
wichtige Rolle zu spielen. Die beteiligten Proteinkinasen sind jedoch in der Regel bisher
unbekannt. Eine Ausnahme bilden das bereits diskutieen Pto und Xa21, das in

Reis Resistenz gegen alle Rassen des bakteriellen Pathégeth®monas oryzapv.
oryzaevermittelt. Xa21kodiert fiir ein putatives Membranprotein mit einer N-terminalen
S/T-Proteinkinasedomane (Songt al, 1995). Die ubrigen bisher klonierten
Resistenzgene besitzen zwar keine Proteinkinasedomanen, die Aktivierung von Kinasen
konnte jedoch eines der friihesten Signale nach Erkennung der avr-Genprodukte sein
(Innes, 1998; van der Biezen und Jones, 1998).

In verschiedenen Zellkulturmodellen wurde duhsfVivo-Markierungsversuche gezeigt,

daR3 sich das Phosphorylierungsmuster zellularer Proteine sehr schnell nach Elicitierung
verandert (Dietrichet al, 1990; Felixet al, 1991; Felixet al, 1993; Raz und Fluhr,

1993; Viardet al, 1994). Bereits die Auslosung der elicitorstimulierten lonenflisse wird
vermutlich durch Proteinkinasen vermittelt, denn die Proteinkinaseinhibitoren K252a und
Staurosporin inhibieren in verschiedenen Systemen die Alkalinisierung des
Kulturmediums und den Anstieg der cytoplasmatischefi-Kanzentration (Grosskopf
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et al, 1990; Conratlet al, 1991; Felixet al, 1993; Viardet al, 1994; Mathielet al,

1996; B. Blume, personliche Mitteilung). Gleichzeitig werden durch K252a und
Staurosporin auch spatere Elicitorantworten, wie der “oxidative burst®, Ethylen- und
Jasmonat-Bildung und die Transkription von elicitorresponsiven Genen blockiert
(Grosskopfet al, 1990; Schwacke und Hager, 1992; Felixal, 1993; Kamada und
Muto, 1994; Viardet al, 1994; Levineet al, 1994; Suzuket al, 1995; Mathietet al,

1996; Menkeet al, 1999). Umgekehrt induzieren Proteinphosphataseinhibitoren wie z.
B. Calyculin A und Cantharidin lonenflisse, den “oxidative burst“ und die Transkription
einiger Abwehrgene in verschiedenen Systemen (Eeled, 1994; MacKintoshet al,

1994; Levine et al, 1994; Chandra und Low, 1995; Mathieet al, 1996).
Untersuchungen aus Kartoffel (Subramaniaimal, 1997) deuten auf die Bdigung

einer Proteinkinase C (PKC) in der ‘Gaermittelten Elicitorsignaltransduktion hin.
PKCs sind eine Klasse von S/T-Proteinkinasen, die in der Regel duféhuh
Diacylglycerol aktiviert werden und nach Aktivierung mit der Plasmamembran
assoziieren. PKC wurde aus Kartoffelproteinextrakt partiell gereinigt, immunologisch
nachgewiesen und durchCand den PKC-Aktivator TPA (12-O-Tetradecanylphorbol-
13-acetat) aktiviert (Subramaniaet al, 1997). Parallel dazu wurde gezeigt, dal3 der
spezifische PKC-Inhibitor Sphingosin die durch Arachidonséaure ausgeloste Expression
des PR10aGens in Kartoffelscheiben inhibiert, wahrend TH#R10aTranskription
induziert (Subramaniaret al, 1997). Der direkte Nachweis einer elicitorresponsiven
PKC-Aktivitat wurde jedoch nicht erbracht.

Transkriptionsfaktoren stellen ein wichtiges Ziel von Signalketten dar, und ihre Aktivitat
wird in Pilzen und S&ugern oftmals durch Proteinkinasen und -phosphatasen reguliert
(Hill und Treisman,1995). Phosphorylierungen kdnnen dabei die Lokalisierung der
Transkriptionsfaktoren, die DNA-Bindung, ihr transaktivierendes Potential oder die
Interaktion mit anderen Faktoren modifizieren (Hunter und Karin, 1992). Uber die
Regulation der Transkription pflanzlicher Gene durch Phosphorylierungen der
entsprechenden Transkriptionsfaktoren ist wenig bekannt; es ist jedoch davon
auszugehen, dal3 ahnliche Regulationsprozesse wie in anderen Eukaryoten existieren. In
Soja konnte nachgewiesen werden, dal3 das bZIP-Protein G/HBF-1 nach Elicitierung
phosphoryliert wird (Droge-Lasest al, 1997). G/HBF-1 wird konstitutiv exniert

und bindet an G- und H-Bogis-Elemente, die in den Promotoren von Genen des
Phenylpropanstoffwechsel gefunden werden und die Pathogen- und Elicitorresponsivitat
dieser Gene vermitteln (Draet al, 1988; Loiset al, 1989; Loakeet al,, 1992; Ariaset

al., 1992). In Proteinextrakten aus Sojazellen konnte eine cytosolische, elicitorresponsive
Proteinkinaseaktivitat detektiert werden, die rekombinantes G/HBF-1 phosphoryliert und
dadurch die Bindung von G/HBF-1 an G- und H-BmisElemente eines
elicitorresponsiven Chalkonsynthase-Promotors induziert (Droge-easgy 1997). In

Tabak und Kartoffel konnte fir einzelne DNA-bindende Proteine eine
phosphorylierungsabhangige Bindung an elicitorresponsive Promotorelemente gezeigt
werden (Desprést al, 1995; Yanget al, 1999).
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1.5 Das Modellsystem aus einer
Petersiliezellsuspensionskultur und Peptidelicitoren

Petersilie ist gegen Infektionen durch den phytopathogenen Oomyebtgéophtora

sojae resistent. Auskeimende Zoosporen des Pilzes I6sen in Petersilieblattern eine
Nichtwirts-Resistenzantwort aus, die eine Ausbreitung des Pilzes wirkungsvoll
verhindert und alle Komponenten umfafit, die in Abschnitt 1.1 beschrieben worden sind,
z. B. lokal begrenzter “oxidative burst®, Kalloseapposition, HR, Expression von
Abwehrgenen und Produktion von Furanocumarinphytoalexinen (Jahnen und Hahlbrock,
1988; Schmelzeet al, 1989; da Costa e Sihet al, 1993; Hahlbrocket al, 1995).
Zellsuspensionskulturen der Petersilie und daraus isolierte Protoplasten reagieren nach
Behandlung mit Kulturfiltrat oder Praparationen der Mycelwand Rbytophtora sojae

mit einem Programm das der Resistenzantwort gleicht (Hatfé, 1986; Kombrink

und Hahlbrock, 1986; Dangk al, 1987; Somssickt al, 1989; Kawalleclet al., 1993;

da Costa e Silvat al, 1993; Kawalleclet al, 1995; Logemanet al, 1995; Hahlbrock

et al, 1995). Sie sind deshalb ein gutes Modellsystem um biochemisch und
molekularbiologisch die Signalmechanismen zu untersuchen, die zur Erkennung des
Pilzes und zur Auslésung der Abwehrantworten fihren.

Aus dem Kulturfiltrat von Phytophtora sojaewurde ein 42-kDa-Glycoprotein
aufgereinigt, das in geringen Konzentration die Abwehrantworten der Petersiliezellen
auslost (Parkeret al, 1991). Innerhalb dieses Glycoproteins konnte eine 13
Aminosauren lange Peptidsequenz (Pepl3) identifiziert werden, die notwendig und
hinreichend fur die Elicitoraktivitat des Proteins ist (NUrnbergeal, 1994). Pepl3

oder Peptide, die dieses Motiv enthalten, wie das langere und stabilere Pep25 I6sen in
Suspensionszellen die gleichen Abwehrantworten aus, wiePtg®phtora sojae
Kulturfiltrat oder das 42-kDa-Glycoprotein. In Bindungsstudien mit radioaktiv
markiertem Pepl3 wurde gezeigt, dal3 eine einzige Klasse hochaffiner Bindungsstellen in
der Petersilieplasmamembran existiert, und dafl3 d@gl3Bindung reversibel und
saturierbar ist (Nurnbergeet al, 1994). Durch Verwendung proteinvernetzender
Substanzen konnte ein 100 kDa grol3es Plamamembranprotein identifiziert werden, das
moglicherweise den Rezeptor darstellt (Nurnbergdr al, 1995) und durch
Affinitatschromatographie partiell gereinigt wurde (Nennsiedl, 1998).

Als schnellste Reaktion der Petersiliezellen nach Elicitorapplikation wurde eine
Aufnahme von C&-lonen, ein Ausstrom von €lund K'-lonen, eine Alkalinisierung des
Kulturmediums und ein Anstieg der cytoplasmatischeA™-Banzentration gefunden
(NUrnbergeret al, 1994; B. Blume, personliche Mitteilung). Diese lonenstrome, die
notwendig und hinreichend fur die Auslosung aller spateren Antworten sind, gehen
wahrscheinlich auf die Aktivierung elicitorresponsiver lonenkanale und -transporter
zurick (Jabs, 1994; Jabset al, 1997). In patch clamp-Untersuchungen mit
Petersilieprotoplasten konnte ein derartiger elicitorresponsivet-Kaaal in der
Plasmamembran identifiziert und charakterisiert werden (Zimmerpgtaain 1997).

Ebenfalls innerhalb von Minuten nach Elicitorzugabe wird die Akkumulation von ROS
im Kulturmedium detektiert (Nurnberget al, 1994). Inhibierung des “oxidative burst*
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durch DPI (Diphenyleniodonium), einen Inhibitor NADPH-verbrauchender Enzyme
(Cross und Jones, 1986), blockiert verschiedene Elicitorantworten wie z. B. die
transkriptionelle  Aktivierung  einzelner  elicitorresponsiver Gene und die
Phytoalexinsynthese (Jaks al., 1997). Setzt man dem Kulturmedium dahingeggn O
zu, so wird die Phytoalexinsynthese induziert (Jethal, 1997). Offensichtlich sind die
O2-lonen nicht aber KD, frihe Komponenten der Elicitorsignalkette und notwendig und
hinreichend fur die Induktion der Furanocumarinsynthese.

Eine weitere sehr schnelle Antwort der Petersiliezellen auf Elicitorbehandlung 3#-die
Novo-Synthese von Jasmonsaure (Kroj, 1995). Welche Signalfunktion die Jasmonsaure
innerhalb der Elicitorsignaltransduktion in Pellerspielt, ist bisher unbekannt, da die
Inhibierung der elicitorstimulierten Jasmonatsynthese keinen Einflu3 auf die Expression
einzelner Abwehrgene und die Phytoalexinakkumulation hat (Kroj, 1995).

Die Promotoren einiger elicitorresponsiver Petersiliegene sind in der Vergangenheit
detailliert untersucht worden. Dabei konnten verschiedene elicitorrespoaisive
Elemente identifiziert und daran bindende Proteine isoliert werden. Innerhalb der
Promotoren der PetersiliegeR®1.1und PR1.2wurden beispielsweise jeweils zwei W-
Boxen gefunden, die unabhéngig voneinander funktionieren und notwendig fur die
Elicitorresponsivitat der Promotoren sind (Rushetral, 1996). Mit Hilfe diesercis-
Elemente wurden drei WRKY-Proteine isoliert, die an [ir1:-W-Boxen binden und
deren Expression durch Elicitierung reguliert wird (Rustgbal, 1996). Der Promotor

von WRKY1 dessen Transkription innerhalb von 15 Minuten nach Elicitierung
unabhéngig von zusatzlicher Proteinsynthese aktiviert wird, enthalt ebenfalls zwei
elicitorresponsive W-Boxen (. Somssich und T. Eulgem, personliche Mitteilung). Dies
deutet darauf hin, daf® an der Aktivierung WeéRKY1Expression weitere, konstitutiv
exprimierte WRKY -Transkriptionsfaktoren beteiligt sind .

Durch In-Vivo-“Footprinting“-Analyse wurden P- und L-Boxen im Promotor des
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase-GenBAL) (Lois et al, 1989) identifiziert, die auch in

den Promotoren von elicitorresponsiven Genen des allgemeinen
Phenylpropanstoffwechsels anderer Pflanzen gefunden wurden (Weisshaar und Jenkins,
1998). An die P-Box bindet BPF1, ein Protein, das Homologie zu MYB-Proteinen
aufweist (da Costa e Siat al, 1993) und dessen Expression nach Elicitierung mit
ahnlicher Kinetik induziert wird, wie di&/RKY21 und 3-Transkription (da Costa e Silva

et al, 1993; Rushtoet al, 1996). Auch innerhalb des PeilesPR2Promotors wurden
elicitorresponsivecis-Elemente identifiziert, an die das Homeodomain-Protein PRHP
bindet (van de Lochet al, 1990; Korfhageet al, 1994).

1.6 Ziele der Arbeit

In-Vivo-Phosporylierungsstudien in Zellsuspensionskulturen der Petersilie hebsgtg

da sich das Phosphorylierungsmuster zellularer Proteine nach Elicitorzugabe sehr
schnell verandert (Dietricét al, 1990). Dariiberhinaus werden durch Proteinkinase- und
Phosphataseinhibitoren auf verschiedenen Ebenen der Elicitorsignalkette Antworten
blockiert und induziert (Conratét al, 1991; Renelet al, 1993; B. Blume, personliche
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Mitteilung). Staurosporin und K252a blockieren die elicitorresponsiven lonenfliisse, den
Anstieg der cytoplasmatischen Calciumkonzentration und den “oxidative burst®, aber
induzieren die elicitorunabhangige Bildung von Phytoalexinen (Coetasth, 1991; B.
Blume, personliche Mitteilung). Zugabe des Phosphataseinhibitors Okadainséure
induziert ebenfalls die Phytoalexinsynthese (Reeehl, 1993). Diese Ergebnisse und
der Vergleich mit gut untersuchten Signalwegen in Pilzen und Tieren erlaubt den Schluf3,
dalR verschiedene Proteinkinasen mit reprimierender oder aktivierender Funktion auf
unterschiedlichen Ebenen der Elicitorsignalkette wirken. Ihre molekulare Kenntnis und
die Aufklarung ihrer Funktion wirde einen entscheidenden Fortschritt im Versténdnis der
Elicitorsignaltransduktion bedeuten.

Vorausgegangene Arbeiten mit Tabakzellkulturen haben gezeigt, dal? moglicherweise
eine S/T-Proteinkinase aus der Familie der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK)
durch Pilzelicitoren aktiviert wird (Suzuki und Shinshi, 1995). Ob es sich bei dieser
elicitorresponsiven Kinase tatsachlich um eine MAPK handelt, wurde nicht demonstriert.
Deshalb solite in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob MAPKs in der
Elicitorantwort von Petersilie aktiviert werden. Weiterhin sollte festgestellt werden, ob
diese Aktivierung ein rezeptorvermittelter Prozel3 oder lediglich eine unspezifische
Reaktion der Pflanzenzellen auf pilzliche Zellwandbestandteile ist, und an welcher Stelle
innerhalb der Elicitorsignalkette die MAPK-Aktivierung lokalisiert ist. Die
elicitorresponsiven MAPKSs soliten molekular charakterisiert werden, um anschlieRend
ihre Funktion in der Elicitorsignaltransduktion beshen zu kdnnen und ausgehend von
ihnen neue Signalelemente zu isolieren.

10
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Enzyme und Oligonukleotide

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den Firmen Merck
(Darmstadt), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Organische
Loésungsmittel und Sauren lieferten die Firmen Riedel-de Haen (Hannover) und Merck.
Chemikalien fur Kulturmedien wurden bei den Firmen Difco Lab. (Detroit, USA) und
Sigma bezogen. Enzyme fir die Molekularbiologie wurden, wenn nicht anders
angegeben, von den Firmen Boehringer (Mannheim), GibcoBRL (Eggenstein),
Eurogentec (Seraing, Belgien) und Promega (Madison, USA) geliefert. Es wurden
Rontgenfilme der Firma Kodak (Rochester, USA) benutzt. Oligonukleotide wurden tber
die Firma MWG-Biotech (Minchen) bezogen. Die Nukleotidsequenzen der
Oligonukleotide sind im Anhang 1 aufgefihrt. Monoklonale HA-Antikorper der Firma
Babco (San Francisco, USA) wurden Uber die Firma Eurogentec bezogen. Anti-
Active™-MAPK-Antikorper lieferte die Firma Promega.

2.2 Kultivierung, Behandlung und Aufarbeitung der
Petersiliezellen und Petersilieprotoplasten

Zellsuspensionskulturen der Petersiie{roselinum crispujnwurden in modifiziertem
Gamborgs B5-Medium mit 1 md 12,4-D im Dunkeln bei 26°C geschiittelt und alle 7
Tage in frisches Medium tberfuhrt (Hahlbrock, 1975).

2.2.1 Gewinnung von Petersilieprotoplasten

Protoplasten wurden nach der Methode von Dangll. (1987) unter Verwendung 5
Tage alter Zellkulturen isoliert.

2.2.2 Elicitorbehandlung der Petersiliezellen

Fur Elicitierungsexperimente wurden 6 Tage alte Zellen durch Filtration geerntet, mit I-
Medium gewaschen und anschlielend in I-Medium (10 mM Mes pH 5,7, 4% B5-
Medium, 3% Saccharose) resuspendiert (100 g fGNach 30 min Aquilibrieren im
Dunkeln unter konstantem Schitteln wurde die Suspension mit wassriger
Elicitorstammldsung versetzt. Fir p25 (Sequenz: DVTAGAEVWNQPVRGFKVYE-
QTEMT) wurde eine Stammlésung von 10 pg/ml verwendet, fipl®PgSequenz:
VWNQPVRGFKVYE) und die Pep13-Analoga eine 10 uM LOsung (Nurnbergaet,
1994).

Zur Untersuchung der Inhibitorwirkung verschiedener Substanzen wurde die
Zellsuspension mit 0.1% 1000fach konzentrierterm&tsungen der Verbindungen (in

11
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DMSO) versetzt und vor Zugabe des Elicitors fur 30 min vorinkubiert. Die Zellen
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Elicitorbehandlung durch Filtration
geerntet und in flissigem Stickstoff eingefroren. In gleich behandelten Proben wurden
nach 24 h die Furanocumarinphytoalexine bestimmt (Patkadr, 1991).

2.2.3 Bestimmung der Phytoalexinakkumulation im Kulturmedium

Die Menge der durch die Zellen oder Protoplasten gebildeten
Furanocumarinphytoalexine wurde nach 24 h Elicitorbehandlung anhand der Fluoreszenz
des Kulturmediums (360 nm Exitation /440 nm Emission) itnest (Cytofluor II,
Biosearch, Bedford, USA) (Parket al, 1991).

2.2.4 Proteinextraktion aus Petersiliezellen

Gefrorene Petersiliezellen (100 pg) wurden mit 200 pl Kinaseextraktionspuffer (Tab.1)
versetzt und mit einem Glasstab aufgeschlossen. Nach 15 min Zentrifugation (4°C,
15000 rpm) wurde der Uberstand abgenommen und direkt fur Immunprazipitations-
Kinaseexperimente verwendet oder bei -80°C eingefroren.

Tab. 1: ZusammensetztunglesKinaseextraktionspuffers

Kinaseextraktionspuffer 25 mM Tris/HCI, pH 7,8
75 mM NacCl
15 mM EGTA
15 mM Glycerophosphat
15 mM 4-Nitrophenylphosphatbis[Tris]
10 mM MgClhL
1mM DTT
1mM NaF
0,5 mM NaVO,
0,5 mM PMSF
10 pg/ml Leupetin
10 pg/ml Aprotenin
0,1% Tween

2.2.5 Transiente Transformation von Petersilieprotoplasten

Protoplasten wurden entsprechend der Methode von Dangl. (1987) mit 25 ug
Plasmid (10 png Reporterplasmid, 10 pg Effektorplasmid und 5 pug
Standardisierungsplasmid) transformiert. Dabei wurden die Reporterkonstrukte PR1.1-
(van de Lochet al, 1990) und PR2-GUS (Rushtehal, 1996) aus derg. col-Stamm
GM2163 (Woodcocket al, 1989) gewonnen, da die basale und induzierte GUS-
Expression in Petersilieprotoplasten stark durch den bakteriellen Wirtsstamm bzw. den
Methylierungsgrad der Reporterplasmide bestimmt wird (Tceted, 1993). In jedem
Experiment wurden vier bis funf parallele Transformationen pro Effektorkonstrukt
durchgefiuhrt. Im einzelnen waren folgende Arbeitsschritte erforderlich:
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In Polypropylen-Zentrifugenréhrchen (14 ml “round bottom tubes*; Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, USA) wurden 200 pl PEG-LOsung (25% REGServa), 450 mM
Mannitol, 100 mM CagG), 40 pl Plasmidlésung (25 pg Plasmid in TE-Puffer (10 mM
Tris/THCI pH 8, 1 mM EDTA)) und 200 pl Protoplastensuspension (1x10
Protoplasten/ml in B5-Saccharose (0,4 M Saccharose, 3,2 g/l Gamborgs B5-Medium
(Sigma), 0.1 mg/l 2.4-D) zusammengegeben und leicht geschuittelt. Nach einer
Inkubationszeit von 20 min wurden 5 ml 0,275 M CagNOzugegeben und die
Protoplasten anschlieRend durch Zentrifugation sedimentiert (7 min, 800 rpm). Der
Uberstand wurde verworfen und die Protoplasten in 6 ml B5-Saccharose resuspendiert.
Die einzelnen Transformationsanséatze wurden zweigeteilt und nach 8 h wurde die eine
Halfte mit Wasser, die andere Halfte mit Pep25 (50 ng/ml) versetzt. Nach weiteren 14 h
wurden die Protoplasten in 25 ml 0,24 M Gag#geben und in 2 aufeinanderfolgenden
Zentrifugationsschritten (10 min, 2000 rpm, in 50 ml R6hrchen; 30 s, 10000 rpm, in 1,5
ml Reaktionsgefalien) geerntet und bei -80°C eingefroren.

2.3 Molekularbiologische Arbeiten
Molekularbiologische Standardmethoden, die im folgenden nicht einzeln erwéhnt sind,

wurden, wie in Sambroat al. (1989) beschrieben, durchgefiuhrt.

2.3.1 Bakterienstamme, Phagen, Plasmide

Far molekularbiologische Arbeiten wurden die folgenden col-Stamme (Tab. 2),
Plasmide (Tab. 3) und Phagen (Tab. 4) verwendet:

Tab. 2: VerwendeteE. coli-Stamme

E. coliStamme Referenz

DH5a Invitrogen, (San Diego, USA)
JM109 Promega

BMH 71-18mutS Promega

BL21 Pharmacia (Uppsala, Schweden)
XL1-Blue-MRF Stratagene (La Jolla, USA)
XLOLR Stratagene

GM2163 Woodcoclet al. (1989)
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Tab. 3: Verwendete Plasmidvektoren

Plasmidé  Charakteristika Wirt Referenz
PUC18/19 colE1 ori,lacZ, MCS, Amp DH5a Invitrogen
pBluescript f1 ori, colE1 ori,lacZ, MCS, Amp DH5a Stratagene
SK

pPGEM-T  f1 ori,colE1 ori,lacZ, MCS, Amp, SP6 DH5a, JM109 Promega
und T-Promotor

PGEX-5X-2 colE1l ori, MCS, Amjlacl, tac- DH5a, BL21 Pharmacia
Promotor, RBSGST

PGEX-2T-2 colE1 ori, MCS, Amplacl, tac- DH5a, BL21 Pharmacia
Promotor, RBSGST

pPRT100 colE1 ori, MCS, Amfj CaMV-35S- DH5a Topferet al. (1987)
Promotor, Nos-Terminator

pBT4 colE1 ori, MCS, Amfj CaMV-35S- DH5a Feldbriiggeet al.
Promotor, Nos-Terminator (1994)

PR1.1-GUS PUCY9, PR1.1-Promotorfragment GM2163 Rushtoret al. (1996)
(840 bp),GUS

PR2-GUS PUC9, PR2-Promotorfragment (125 b@M2163 van de Lochet al.
GUS (1990)

! Die fiir das Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendeten Plasmidvektoren sind unter 2.7.1 aufgefiihrt

Tab. 4: Verwendete Phagen

Phagen Charakteristika Wirt Referenz

Lambda ZAPM 1| A-Derivat, Excision, XL1-Blue-  Stratagene
von pB SK MRF’

Lambda HybrizAP" A-Derivat, Excision, XL1-Blue-  Stratagene
von pAD-GAL4 MRF’

ExAssist" M13-Derivat,amber XL1-Blue-  Stratagene
Mutation MRF’

R480 M13-Derivatamber JM109 Promega
Mutation

2.3.2 Reinigung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde unter Verwendung von “QUIApfépSaulen der Firma Quiagen
(Hilden) nach Herstellerprotokollen aus Bakterien-Ubernachtkulturen aufgereinigt.

14



Material und Methoden

2.3.3 Isolierung und Reinigung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente wurden in Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt. Die Bereiche, in denen sich die gewinschten Fragmente
befanden, wurden ausgeschnitten und daraus mit Hilfe des “QIA{uiEl extraction

kit“ der Firma Quiagen die DNA aufgereinigt.

2.3.4 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Radioaktiv markierte DNA-Sonden wurden unter Verwendung des “Megaprime DNA-
labelling Kit* (Amersham-Pharmacia Biotech, Freiburg) und mif4P]-dATP nach der
‘random prime“-Methode hergestellt. Nicht inkorporierte Radioaktivitat wurde durch
“Probe Quant”! G-50“-Saulen (Pharmacia) entfernt.

2.3.5 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden mit “QIAquicK*-Zentrifugationssdulen (Quiagen, Hilden)
gereinigt und anschlieBend nach Angaben des Herstellers in den pGEM-T-Vektor
(Pomega) kloniert.

2.3.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit einem automatischen “DNA-Sequencer” (LICOR
4000L bzw. LONGREADER 4200, MWG-Biotech). Die Sequenzierreaktion wurde mit
dem *“SequiTherm EXCEI™ Long-Read” DNA Sequencing kit* (Epicentre
Technologies; bezogen uber BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf) oder dem
“ThermiSequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit“ (Amersham-
Pharmacia Biotech) durchgefihrt. Fur die Detektion der DNA-Fragmente besalRen die
verwendeten Primer 5’-Fluoreszensmarkierungen (“IRD800* bzw. “IRD700%, MWG-
Biotech).

2.3.7 Computerunterstiitzte Auswertung von Sequenzdaten

Sequenzdaten wurden mit dem Programm “DNASIS 2.1“ (Hitachi, Tokyo, Japan)
analysiert. Sequenzvergleiche mit Datenbanken wurden mit Hilfe von Programmen
durchgefihrt, die den BLAST-Algorithmus verwenden (Altsaktuhl, 1990; Altschulet

al., 1997). Dazu wurde der vom “National Centre for Biotechnological Information*
(www.nchi.nlm.nih.gov) und von der “Stanford Arabidopsis Database“ (http://genome-
www.stanford.edu) angebotene Service genutzt. Zur Abschéatzung der Antigenizitat von
Peptidsequenzen wurden Programme verwendet, die auf den Methoden von Hoop und
Woods (1981), Parkest al. (1986), Thornteret al, (1986) und Wiing et al. (1985)
basieren.

15



Material und Methoden

2.3.8 Punktmutagenese

Die offenen Leserahmen vaviPK1, 2, 3und 4 wurden unter Verwendung geeigneter
Oligonukleotide amplifiziert (Anhang 1) und in den pGEM-T-Vektor kloniert (2.3.2).
Unter Verwendung des “GeneEditor*-Kits (Promega) und 5’-phosphorylierter
Olionukleotide (Anhang 2) wurden nach Angaben des Herstellers die Punktmutationen in
die Kinasesequenzen eingefiuhrt.

Das “GeneEditor‘-System basiert darauf, dal3 durch Verwendung zweier

Oligonukleotide neben der gewiinschten Mutation im Insert eine Mutation in das

Ampizilinresistenzgen des Vektors eingefihrt wird. Diese Mutation erzeugt eine

zusatzliche Resistenz gegenuber der “GeneEditor“-Antibiotikum-Mischung (Promega)

und ermoglicht so eine Selektion auf mutagenisierte Klone. Im einzelnen beinhaltet das
Protokoll folgende Schritte:

Durch Infektion mit Helferphagen R408 (Promega) und unter Verwendung eines DNA-
Reinigungskits fir M13-Phagen (“QIAprEp M13-System“, Quiagen) wurde
einzelstrangige DNA gewonnen. AnschlieRend wurden die Einzelstrang-DNA, ein
Mutagenese-Oligonukleotid und das Selektions-Oligonukleotid in Annealingpuffer (20
mM Tris/HCI pH 7,5, 50 mM NaCl, 10 mM Mggl!fur 5 min auf 75°C erhitzt und
anschlieBend mit 1°C/min auf 30°C abgekuhlt. Unter Verwendung von T4-DNA-
Polymerase und T4-DNA-Ligase wurde ein Zweitstrang synthetisiert, der die Mutationen
enthielt. Mit dem Reaktionsprodukt wurdek. coli BMH71-18 mutS-Zellen
transformiert, die kein funktionierendes “DNA mismatch repair‘-System besizets)
(Kramer et al, 1984; Zell und Fritz, 1987) und somit den neu synthetisierten Strang
nicht modifizieren. Nach Vermehrung und Selektion der Transformanden in
Flissigkultur, die “GeneEditor“-Antibiotikum-Mischung enthielt, wurde Plasmid-DNA
isoliert. AnschlieBend wurden damk. coli JM109-Zellen transformiert, mittels
“GeneEditor“-Antibiotikum-Mischung positive Kolonien selektioniert und von
Einzelkolonien Plasmid-DNA gewonnen. Durch automatische Sequenzierung wurde die
Sequenz der Inserts bestimmt.

2.3.9 Konstruktion einer gerichteten cDNA-Bank fur das Hefe-Zwei-Hybrid-
System

Die Petersilie cDNA-Bank fur das Hefe-Zwei-Hybrid-System wurde unter Verwendung
des “ZAP-cDNAM Synthesis Kit* und des “HybrizA® Two-Hybrid Predigested
Vector Kit" der Firma Stratagene hergestellt. Dazu wurde RNA, wie von Logeatann

al. (1987) beschrieben, aus unbehandelten und fir 30, 60 und 120 min
elicitorbehandelten Petersiliezellen gewonnen und vereinigt. Unter Verwendung des
“poly(A) "RNA purification kit* der Firma Pharmacia wurde poly{(RNA angereichert

und daraus mit Hilfe von oligo(dT) Primern, reverser Transkriptase und DNA-
Polymerase cDNA synthetisiert. Nach einer Auffullreaktion wurden EcoRI-Adaptoren
anligiert, die cDNA mit Xhol verdaut und schlie3lich grol3e Fragmente durch Sephacryl-
S400 (Stratagene) angereichert. Die so entstandene cDNA wurde in die vorverdauten
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Arme des HybrizAP" A-Phagen ligiert. Nach Reinigung der Phagen-DNA wurde diese
mit “Gigapackll™ Gold“-Extrakt (Stratagene) verpackt und mit den erhaltenen Phagen
XL1-Blue MRF E. coli-Zellen infiziert.

Die Priméarbank (3x10pfu) wurde einmal amplifziert; die resultierende Bank hatte einen
Titer von 1,5x18& pfu/ml. Unter Verwendung des Helferphagen “EXAS¥ist
(Stratagene) und deB. coli-Stamms XL1-blue-MRF" wurde eini-Vivo-Massen-
Excision vorgenommen. Aug£. colrXLOLR, die mit den dadurch erhaltenen
flamentdsen Phagen infiziert worden waren, wurde in einer Mega-Plasmidpraparation 2
mg cDNA-Bank-Plasmid isoliert.

2.3.10 Southernblots mit genomischer DNA

Genomische DNA wurde nach der Methode von Dellapateal. (1983) aus
Petersiliezellen isoliert und nach Restriktionsverdau in einem 0,7%igen Agarosegel
(20pg/Spur) aufgetrennt. Das Gel wurde 15 min in 0,25 M HCI, 30 min in
Denaturierungslosung (Tab. 5) und 2mal 15 min in Neutralisierungslosung (Tab. 5)
inkubiert. AnschlieRend wurde die DNA unter Verwendung von Saugpapier und 10xSSC
(Tab. 5) auf Hybond-N-Memran (Amersham-Pharmacia Biotech) tberfihrt und durch
“UV-Crosslinking®  (Stratalinker, Stratagene) immobilisiert. Nach 2stiindiger
Préhybridisierung bei 42°C in Préhybridisierungsldsung (Tab. 5) wurde die Membran in
Hybridisierungslosung, die zusatzlich zu Préhybridisierungslésung eine Hitze-
denaturierte, radioaktiv markierte DNA-Sonde enthielt, tberfuhrt und 16 h bei 42°C
inkubiert. Daraufhin wurde die Membran 2mal mit Waschlésung 1 (2xSSC, 0,1% SDS)
(15 min, 42°C) und 2mal mit Waschlésung 2 (0,5xSSC, 0,1% SDS) (15 min, 68°C)
gewaschen und schlief3lich autoradiographisch analysiert.

Tab. 5: Lésungen und Puffer fur Southernblots

Denaturierungslosung: 0,5M NaOH
15M NaCl
Neutralisierungslésung 0,5M Tris/HCI, pH 7,2
15M NaCl
1mM EDTA
Prahybridisierungslésung: 50 % Formamid
5x SSPE
5x Denhardts-Losung
1% SDS
100 pg/ml Herings-DNA (Serva)
20xSSPE 200 mM N#lPO,/NaH,PO,, pH 7,4
3M NaCl
80 mM EDTA
50xDenhardts-Lésung 10 g/l Ficoll-400 (Pharmacia)
10 g/l Polyvinylpyrrolidon
10 g/l BSA (Serva)
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2.3.11 Screening einer Petersiliz-ZAP ™ [I-cDNA-Bank

Fur das Screening wurde eine gerichtete cDNA-Bank benutzt, die unter Verwendung des
A-ZAP™[1-Vectors und Poly(A}RNA von elicitorbehandelten (20 h) Petersiliezellen
hergestellt worden war (W. Wirtz, 1994). Entsprechend einem Standardprotokoll
wurden jeweils 5x10pfu mit 0,6 ml Ubernachtkultur deS. coliStamms XL1-Blue

MRF’ ausplattiert und nach 16sttindiger Inkubation der Platten bei 37°C auf Nylonfilter
(Porablot NYamp, Macherey-Nagel, Diren) tbertragen. Nach Denaturierung der DNA
mit Denaturierungslosung wurden die Filter mit Neutralisierungsldsung neutralisiert, mit
2xSSC gewaschen und getrocknet. Die DNA wurde durch “UV-Crosslinking*
(Stratalinker, Stratagene) immobilisiert. Daraufhin wurden die Filter 2 h bei 42°C mit
Préhybrisierungslosung (wie in 2.3.10 jedoch mit 25% Formamid) behandelt und fir 16 h
bei 42°C mit Hybridisierungslésung geschiittelt, die neben Prahybridisierungslosung
(25% Formamid) eine Hitze-denaturierte, radioaktiv markierte DNA-Sonde enthielt.
AnschlieRend wurden die Filter 2mal mit Waschlésung A (5xSSC, 0,1% SDS) und 2mal
mit Waschlosung B (1xSSC, 0,1% SDS) gewaschen (jeweils 15 min bei 37°C) und
autoradiographisch analysiert. Phagen im Bereich eines positiven Signals wurden in ein
Gemisch aus 500 pl SM-Puffer und 20 pl Chloroform dberfihrt. Nach einer zweiten
Screening-Runde wurde das in den rekombinanten Phagen enthaltene pBluescript-SK
Plasmid durchin-Vivo-Excision (2.3.9) ausgeschnitten.

2.3.12 Bakterielle Expression voMPK1, 2, 3und 4

Zur bakteriellen Expression vaviPK1, 2, 3und 4 wurden Vektoren der pGEX-Serie

der Firma Pharmacia gewahlt, die stromaufwarts des Polylinkers die Sequenz der
Glutathion-S-Transferase (GST) besitzen. Die Expressionsprodukte sind deshalb N-
terminal mit GST fusioniert und lassen sich durch AffinitAtschromatographie an
Glutathion-Sepharose-4B (Pharmacia) aufreinigen.

Die offenen Leserahmen vadPK1, 2, 3und 4 wurden zur Einfihrung geeigneter
Schnittstellen mittels PCR amplifiziert (Anhang 1) und in den pGEM-T-Vektor
subkloniert. Von Einzelkolonien wurde Plasmid-DNA isoliert und sequenziert. Inserts
mit korrekter DNA-Sequenz wurden in die Vektoren pGEX-5XVIPK1) und pGEX-

2T-2 (MPK2, 3 und 4) subkloniert. Positive Kolonien wurden durch
Koloniehybridisierung identifiziert und zur Gewinnung von Plasmid-DNA genutzt, die in
der Folge durch Restriktionsanalyse untersucht wurde. Mit den so erhaltenen Plasmiden
pGEX-M1, 2, 3, und 4 wurdea. coli BL21-Zellen transformiert.

Zur Proteinexpression wurden Ubernachtkulturen der Bakterien 200fach in frischem LB-

Medium (20% NaCl, 20% Pepton, 10% Hefeextrakt, 100 pug/ml Alfmgioverdinnt

und unter starkem Schutteln (200 rpm) bei 30°C bis zu einer OD von 0,5-1 vermehrt.
Zur Induktion der Proteinsynthese wurde 100 uM IPTG zugegeben und anschlieRend
weitere 3 h bei 30°C und starkem Schutteln inkubiert. Daraufhin wurden die Bakterien

durch Zentrifugation geerntet (10 min, 4°C, 5000 rpm) und durch Resuspendieren in B-
PER"-Reagenz (Pierce, Rockford USA) und anschlieRender Inkubation fiir 15 min bei
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25°C aufgeschlossen. Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (15 min, 4°C, 15000
rpm) sedimentiert und der Uberstand mit Glutathion-Sepharose-4B (0,1% v/v) versetzt
und 3 h bei 4°C geschuttelt. Die Sepharose wurde durch Zentrifugation abgetrennt (2
min, 4°C, 2000 rpm) und durch Resuspendieren und anschlie3endes Zentrifugieren 5mal
mit Waschpuffer (50 mM Tris/HCI pH 8, 0,1% Tween 20) und 2mal mit 50 mM
Tris/HCI (pH 8,0) gewaschen. Anschlie3end wurde durch 4 h Inkubation der Sepharose
in Elutionspuffer (50 mM Tris/HCI pH 8; 10 mM Glutathion (Sigma)) das rekombinante
Protein eluiert. Die Abspaltung des GST-Anteils wurde durch 16 h Inkubation bei 4°C
mit Thrombin (Sigma) (fir MPK2. 3 und 4) oder Faktor X (Sigma) (fur MPK1)
durchgefluhrt Dabei wurde jeweils 10 U Protease pro mg Fusionsprotein verwendet.

2.4 Proteinanalytische Methoden
2.4.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration von Proteinproben wurde in einem Volumen von 100 pl nach der
Methode von Bradford (1976) mit einem Fertigreagenz (Bio-Rad, Minchempimgst

2.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

In Minigelapparaturen “Mighty Small“ der Firma Hoefer (San Francisco, USA) wurden
10- bis 15%ige Polyacrylamidgele benutzt, die nach dem Protokoll von Laetifli)(
hergestellt wurden. Die verwendeten Proteinextrakte wurden mit einem Volumen
2xProbenpuffer (200 mM Tris/HCI pH 6,8, 8% Glycerin, 8% SDS, 0,02%
Bromphenolblau) versetzt und 3 min auf 95°C erhitzt. Nach elektrophoretischer
Auftrennung der Proteine bei 40 mA wurden die Gele mit “Coomassie Blue G-250*-
Losung gefarbt, fur Westernblots verwendet oder autoradiographisch untersucht.

2.4.3 Westernblots

Nach SDS-PAGE wurden Proteine durch “Semi-Dry“-Transfer mit einer Apparatur von
BioTech Fischer (Reiskirchen) auf Nitrocellulosemembranen (Porablot NCL, Macherey-
Nagel, Duren) ubertragen. Der Transfer erfolgte unter Verwendung von Transferpuffer
(Tab. 6) bei einer Stromstéarke von 1 mAfdéembran tber 2 h. Nach Trocknen der
Membran wurden die Proteine durch Inkubation in “Fast Green“-Lésung (Pierce) und
anschlieBendes Spilen in Wasser gefarbt. Nach Entfarben in 0,2 M NaOH wurde die
Membran 14 h bei 4°C in “Blocking“-Puffer (Tab. 6) geschuttelt, um unspezifische
Bindungsstellen zu blockieren. Anschlie3end wurde die Membran 2 h bei RT mit einer
Verdinnung des primaren Antikdrpers in “Blocking®“-Puffer inkubiert. Daraufhin wurde
die Membran 5mal 20 min mit TBST (Tab. 6) gewaschen und eine Stunde mit
Peroxidase-gekoppeltem sekundarem Antikdrper (Boehringer, Mannh&d@pféch
verdunnt in “Blocking“-Puffer) inkubiert. Im Anschluf3 daran wurde 4mal 20 min mit
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TBST und einmal 10 min mit TBS (Tab. 6) gewaschen. Die Detektion erfolgte mit dem
ECL’-System von Amersham entsprechend den Herstellerangaben.

Tab. 6: Puffer fur Westernblots

Transferpuffer: 50 mM Tris
40 mM Glycin
0,04% SDS
20% Methanol
TBST: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
0,1% Tween 20
TBS wie TBST, jedoch ohne Tween

“Blocking“-Puffer TBST mit 5% fettfreier Trockenmilch (BioRad, Minchen) oder 5% BSA
(Serva)

2.5 Antikorperproduktion

2.5.1 Peptidsynthese

Peptide wurden durch Festphasensynthese unter Verwendung von Fmoc-
Aminosaurederivaten, PyBOP (Calbiochem-Novabiochem, Bad Soden) und eines
“Economy Peptide Synthesizer EPS 221" der Firma ABIMED (Langenfeld) synthetisiert.
Nach 16stundiger Abspaltung der Reaktionsprodukte vom Syntheseharz (90%
Trifluoressigsaure, 5% 1@, 5% Trisilan) wurden die Peptide durch Zugabe eines
10fachen Uberschusses 80%igen tert.-Butylesters prazipitiert, in Wasser gelést und
lyophilisiert. Die Reinheit der Peptide wurde durch Reversed-Phase-HPLC mit einer
Vydac G-Saule (22x250 mm; The Separations Group Hesperia, USA) auf einer
HP1090-HPLC-Anlage (Hewlett-Packard, Boblingen) Uberprift. Die Sequenz der
Peptide wurde durch Peptidsequenzierung auf einem “Proteinsequencer G1000A"
(Hewlett Packard, Avondale, USA) bestimmt.

2.5.2 Gewinnung der Antiseren

Die fur die Antikbrperproduktion bastmten Peptide wurden von der Firma Eurogentec
(Seraing, Belgien) an KLH (“key limpet hemocyanin® aus dem Pfeilschwanzkrebs
Limulus polyphemysgekoppelt und so fiir die Immunisierung von jeweils 2 Kaninchen
pro Peptid verwendet. Dabei wurde ein Gemisch aus 500 pl Antigen- und 500 pl
Adjuvantldsung intradermal an verschiedenen Stellen des Tiers injiziert. Die Injektionen
wurden 14, 28 und 56 Tage nach der ersten Immunisierung wiederholt. Es wurde Blut
vor der Immunisierung (2ml, Praimmunserum) und 38 (2 ml), 66 (22 ml) und 80 Tage
(40 ml) nach der ersten Injektion entnommen.

20



Material und Methoden

2.6 In-Gel-MBP-Kinasenachweis

In einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel, das mit 0,3 mg/ml MBP (Myelin assoziiertes
basisches Protein; Sigma) copolymerisiert worden war, wurden 15 pg Protein (2.3.4) pro
Spur elektrophoretisch (40 mA) aufgetrennt (vgl. 2.4.2). AnschlieRend wurde das Gel
zur Entfernung des SDS 4mal 20 min mit Puffer 1 (Tab. 7) gewaschen und dann 2mal 10
min in Puffer 2 (Tab. 7) &quilibriert. Daraufhin wurden die Proteine durch 1 h Schiutteln
in Denaturierungspuffer (Tab. 7) vollstdndig denaturiert und in der Folge durch 16 h
Inkubation (4°C, ohne Schitteln) in Renaturierungspuffer (Tab. 7) renaturiert. Nach 10
min Aquilibrierung in Kinasepuffer (Tab. 7) wurde anschlieRend die In-Gel-
Kinasereaktion durch 30 min Inkubation des Gels in Kinasepuffer mit 1 pG#ml [
$’P]ATP durchgefiihrt. Durch 5mal Waschen (30 min) mit Stoppuffer (Tab. 7) wurde die
Reaktion abgestoppt und nicht inkorporierte Radioaktivitat entfernt. Anschlie3end wurde
das Gel getrocknet und mit autoradiographisch analysiert.

Tab. 7: Puffer fur In-Gel-MBP-Kinasenachweis

Puffer 1: 50 mM Tris/HCI, pH 8
20% Isopropanol
Puffer 2: 50 mM Tris/HCI, pH 8
5mM Mercaptoethanol
Denaturierungspuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8
5mM Mercaptoethanol
6 M Guanidin/HCI
Renaturierungspuffer: 50 mM Tris/HCI, pH 8
5mM Mercaptoethanol
0,04% Tween 40
Kinasepuffer: 40 mM HEPES, pH 7,5
15 mM MgCh
2mM DTT
0,1 mM EGTA
Stoppuffer: 5% Trichloressigsaure
1% Phosphorsaure

2.7 Immunprazipitations-Kinasenachweis

Proteinextrakt (50 pg Protein) wurde mit 0,5 pl Antiserum versetzt und 2 h bei 4°C

inkubiert. Daraufhin wurden 40 pl einer 50%igen ProteinA-Sepharose CL4B-Suspension
(Pharmacia) zugegeben und das Gemisch an einem Rotor inkubiert (4°C, 2 h). Die
ProteinA-Sepharose CL4B-Suspension wurde aus lyophilisierter ProteinA-Sepharose
CL4B hergestellt. Dazu wurde die gefriergetrocknete Matrix mit tridest-Wasser versetzt,

30 min geruhrt, daraufhin unter Verwendung eines Glasfilters intensiv mit Wasser und
anschlieend mit Puffer A (Tab. 8) gewaschen und schlief3lich in einem Volumen Puffer
A aufgenommen. Die an die Sepharose gebundenen Antikdrper-Antigen-Komplexe
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wurden durch Zentrifugation prazipitiert und nach Entfernen des Uberstands 3mal mit
Puffer B, einmal mit Puffer C und einmal mit Puffer D (alle Tab. 8) gewaschen.

Anschlie3end wurde die Kinasereaktion durch 30 min Inkubation in Kinasepuffer A (Tab.
8) bei 28°C unter bestdndigem Schitteln durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 25 pl 2xProbenpuffer und 3 min Erhitzen abgestoppt. In einem 15%igen
SDS-Polyacrylamidgel wurden die Reaktionsprodukte (10 ul) elektrophoretisch
aufgetrennt und nach Trocknen des Gels autoradiographisch analysiert.

Tab. 8: Puffer fur Immunprazipitations-Kinasenachweise

Puffer A: 50 mM Tris/HCI, pH 7,4
250 mM NacCl
5mM EDTA
5mM EGTA
5mM NaF
0,1% Tween 20
Puffer B: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM NacCl
5mM EDTA
1% Triton X-100
Puffer C: 20 mM Tris/HCI, pH 7,5
100 mM NacCl
5mM EDTA
1% Triton X-100
Puffer: D 20 mM HEPES, pH 7,5
15 mM MgCh
5mM EGTA
1mM DTT
Kinasepuffer A 20 mM HEPES, pH 7,5
15 mM MgClhL
5mM EGTA
1mM DTT
1 mg/ml MBP
10 pg/ml Leupeptin
10 pg/ml Aprotenin
50 pCi/ml [y-*?P]ATP

2.8 Immunlokalisierung

Petersiliezellen wurden mit 4% Formaldehyd fixiert, in Polyethylenglycol eingebettet und
in 2 um dicke Praparate geschnitten (van Lammetesd, 1985). Diese wurden nach
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen (5% BSA in TBS) mit verdinntem primaren
Antikorper inkubiert. Die Detektion erfolgte mit biotinyliertem sekundarem Antikérper,
Streptavidin-gekoppelter Peroxidase und Fluoresceintyramid-Reagenz (“Tyramid Signal
amplification System*, “TSA Green®, Du Pont, Boston, USA). Die Zellkerne wurden mit
DAPI gefarbt.
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2.9 Hefe-Zwei-Hybrid-System

2.9.1 Hefestamme und Plasmide

Fur die Arbeiten mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-System wurden der Hefestamm PJ69-4A
(Tab. 9) und die aufgelisteten Plasmidvektoren (Tab. 10) verwendet.

Tab. 9: Eigenschaften des Hefestamms PJ69-4A

Hefestamm Genotyp Ref.

PJ69-4A MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52his3-200Jamest al.
galdA, gald@\, Gal2-Ade2, Lys2::GAL1-HIS3, (1996)
met2::GAL7-lacZ

Tab. 10: Fur das Hefe-Zwei-Hybrid-System verwendete Plasmidvektoren

Plasmid Marker Insert Vektor.
pAD-Gal4 LEU2 Amp - -

pBD-Galdcam TRP1 Cam - -

pBD-HA.M1  TRP1 Cam MPK1 aus Petersilie + HA-Epitop  pBD-Gal4cam

p53 TRP1 Amp p53 aus Maus pBD-Gal4
pLamin C TRP1 Amp humanes LaminC (aa 67-230) pBD-Gal4
pSV40 LEU2, Amp SV40 grol3es T-Antigen pAD-Gal4

'Weitere Angaben zu den Plasmiden finden sich fiir pAD-GAL4 und pBD-GAL4cam im Handbuch
zum“Hybrizag™ Two Hybrid Kit* (Stratagene), fiir p53 in lwabuct al. (1993), fiir pLaminC in
Bartelet al. (1993b) und fur pSV40 in Chiest al. (1991).

2 Selektion inE. coli erfolgte iiber das Ampicillin-Resistenzgen (Ajrgder das Chloramphenicol-
Resistenzgen (Cdin

2.9.2 Medien und Wachstumsbedingungen fur Hefen

Hefen wurden nach Standardvorschriften auf Platten oder in Flissigkultur bei 30°C
angezogen (Guthrie und Fink, 1991). Um Hefen unter selektierenden Bedingungen
anzuziehen, wurden synthetische SD-Minimalmedien (Tab. 11) verwendet, ansonsten
wurden die Hefen in YPAD-Medium (Tab. 11) vermehrt. Selektive SD-Medien fir die
Erhaltung von Plasmiden oder den Nachweis von Interaktionen der Hybridproteine
wurden durch Weglassen der entsprechenden Aminosauren (Tryptophan, Leucin oder
Histidin) bzw Adenin aus der “Dropout“-Mischung hergestellt und nach Sterilisation bei
4°C gelagert. Zum Nachweis der [-Galactosidaseaktivitat wurde X-Gal-Medium
verwendet. Um Platten herzustellen, wurde vor dem Autoklavieren 2% Agar zugesetzt.
Tab. 11: Hefemedien
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YPAD-Medium 2% Pepton
(pPH 5,7)
1% Hefeextrakt
2% Glucose
40 mg/l Adeninsulphat
SD-Medium (pH 5,7): 2% Glucose
0,5% (NH,).SO,
0,17% “Yeast Nitrogen Base*
0,15% entsprechende “dropout”-Mischung
X-Gal-Medium 2% Glucose
(pH 7):
0,5% (NH,).SO,
0,17% “Yeast Nitrogen Base*
0,15% “dropout“-Mischung (-Trp-Leu)
0,1M NaHPO,/NaH,PO,
40 mg/l X-Gal
“dropout“-Mischung: 40 mg/l Adeninsulphat
20 mg/l L-Arginin-HCI
100 mg/l L-Asparginsaure
100 mg/l L-Glutaminséure
20 mg/I L-Histidin-HCF
30 mg/l L-Isoleucin
60 mg/l L-Leucirt
30 mg/l L-Lysin-HCI
20 mg/l L-Methionin
50 mg/l L-Phenylalanin
375 mg/l L-Serin
200 mg/I L-Threonin
40 mg/l L-Tryptophah
30 mg/l L-Tyrosin
20 mg/l Uracil
150 mg/I L-Valin

& Adeninsulphat oder L-Histidin-HCI wurde weggelassen, um auf Interaktion der Hybridproteine
zu selektieren.

® L-Leucin wurde weggelassen, um auf pAD-Vektoren und den Kontrollvektor pSV40 zu

selektieren

¢ L-Tryptophanwurde weggelassen, um auf pBD-Vektoren und die Kontrollvektoren p53 und

pLaminc zu selektieren

2.9.3 Herstellung des Plasmids pBD-HA.M1

Das HA-Epitop wurde als Sall/Pstl Fragment in den Vektor pBD-GAL4cam mit Hilfe
der phosphorylierten Oligonukleotide 2Hol (Sequenz: TCGACTATCCTTATGATG-
TTCCGGATTATGCTCTGCA) und 2Ho2 (Sequenz: GAGCATAATCCGGAACATC-
ATAAGGATAG) eingefuhrt. Das entstandene Plasmid wurde als pBD-HA bezeichnet.
Der offene Leserahmen von MPK1 wurde durch PCR amplifiziert (Anhang 1), in pGEM-
T subkloniert, sequenziert und anschlie3end als Sall-Fragment in pBD-HA kloniert.
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2.9.4 Hefetransformation

Hefen wurden nach der Methode von Gietz und Woods (1993) transformiert. Dazu
wurde eine Hefe-Ubernachtkultur 40fach in YPAD-Medium verdinnt (5x&flen/ml)

und 4-6 h bei 30°C unter Schutteln (200 rpm) inkubiert. Die Zellen (50 ml) wurden
durch Zentrifugation sedimentiert (5 min, 5000 rpm), mit 25 ml Wasser gewaschen,
zentrifugiert, in 1 ml 200 mM Lithiumacetat resuspendiert und nochmals abzentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstands wurden die Hefezellen in 0,4 ml Lithiumacetat
aufgenommen und die resultierende Suspension auf 10 1,5 ml Reaktionsgefal3e
(Eppendorf, Hamburg) verteilt. Nach Zentrifugation (30 s, 15000 rpm) und Entfernen
des Uberstands, wurden folgende Lésungen in der angegebenen Reihenfolge zugegeben:
240 ul 50% (w/v) PEG (MW 3350, Sigma), 36 pl 1 M Lithiumacetat, 25 pl
Lachssperma-DNA (10 mg/ml) (Sigma), 50 ul Wasser + 0,3 pg Plasmid. Die
ReaktionsgefaRe wurden geschittelt, bis die Zellen vollstandig suspendiert waren, und in
der Folge 30 min bei 30°C und anschlieend 30 min bei 42°C inkubiert. Daraufhin
wurden die Zellen durch Zentrifugation sedimentiert (30 s, 15000 rpm), in 1 ml Wasser
resuspendiert und auf dem entsprechenden Selektionsmedium ausplattiert (2-200 pl). Mit
dieser Methode konnten Hefen auch mit 2 Plasmiden gleichzeitig transformiert werden.

2.9.5 Screening mit MPK1

Fir das Screening wurden Hefen, die bereits das pBD-HA.M1-Plasmid enthielten, nach
einem leicht abge&nderten Protokoll transformiert. Die Zellen aus 50 ml Kultur, die wie
oben behandelt worden waren, wurden in einem 15 ml R6hrchen (Falcon) mit der
10fachen Menge der oben angegebenen Losungen und 5 pg Plasmid transformiert. Der
Hitzeschock wurde auf 40 min ausgedehnt und die transformierten Zellen am Ende in 10
ml Wasser aufgenommen. Je 1 ml dieser Suspension wurde auf eine Platte (Durchmesser
13,5 cm) mit SD-His-Medium (-His; -Leu; -Trp) ausplattiert und 3-7 Tage bei 30°C
inkubiert.

Kolonien, die in dieser Zeit wuchsen, wurden auf SD-His-, SD-Ade- (-Ade; -Leu; -Trp)
und X-Gal-Medium ausplattiert. Aus Kolonien, die auf den beiden Selektionsmedien
wuchsen und blaue Farbe auf den X-Gal-Platten zeigten, wurde Plasmid-DNA isoliert,
die zur Vermehrung ifc. coliDH5a transformiert wurde. Diese Plasmide wurden in
PJ69-4A-Hefen retransformiert, die bereits das pBD-HA.M1-, das pLamin C- (Bartel
al., 1993b) oder das p53-Plasmid (Iwabusthal, 1993) enthielten. Die Transformanden
wurden mit Hilfe des SD-His-, SD-Ade- und X-Gal-Mediums auf Reportergenexpression
untersucht. Lediglich diejenigen cDNA-Klone wurden als positiv betrachtet, die in dieser
Selektionsrunde in Kombination mit pBD-HA.M1 Reportergenexpression induzierten,
nicht aber in Kombination mit p53 oder pLamin C.
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2.9.6 Plasmidpraparation aus Hefe

SD-Flussigmedium (3 ml) wurde mit einer Einzelkolonie angeimpft und 2 Tage bei 30°C
unter Schutteln inkubiert. Die Hefezellen wurden abzentrifugiert (30 s; 15000 rpm), in
0,2 ml Hefe-Lysispuffer (10 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2%
Triton X-100, 1% SDS) resuspendiert und mit 0,2 ml Phenol/Chloroform/Iso-
amylakohol (25:24:1 (v/v/iv)) und 0,3 g Glaskugeln (0,5 mm Durchmesser; Sigma)
versetzt. Daraufhin wurde die Suspension 2 min geschittelt und anschlie3end
zentrifugiert (5 min, 15000 rpm). Der Uberstand wurde abgenommen, mit 0,1 Volumen
3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol vermischt und zentrifugiert (10
min, 15000 rpm). Der entstandene Niederschlag wurde mit 70% Ethanol gewaschen,
nach erneuter Zentrifugation in 50 pl TE-Puffer (2.2.5) aufgenommen und fir die
Transformation kompetenté&r. col-DH5a verwendet.

2.9.7 Proteinextraktion aus Hefe

Hefezellen wurden in SD-Flussigmedium (50 ml) bis zu einer OD von 1,5 angezogen,
abzentrifugiert (5 min, 5000 rpm) und in 1,5 ml Reaktiongefal3e Uberfiihrt. Nach Zugabe
von 50 pl Puffer P (100 mM Tris/HCI pH 6,8, 10% Glycerol, 5% Mercaptoethanol, 3%
SDS) und 0,3 g Glaskugeln (0,5 mm Durchmesser; Sigma) wurde 2 min geschittelt.
Anschlielend wurden 0,4 ml Puffer P zugegeben und die Suspension wurde 3 min auf
95°C erhitzt. Nach Zentrifugation (5 min, 15000 rpm) wurde der Uberstand
abgenommen und fir SDS-PAGE und Westernblots verwendet

2.10 Analyse der Reportergenexpression im
Protoplastensystem

2.10.1 Proteinextraktion

Der Protoplastenniederschlag (2.2.5) wurde mit 200 pl LUC-Extraktionspuffer (100 mM
K:HPOYKH,PO, pH 7,5, 1 mM DTT) versetzt und 30 s geschittelt. Nach
Zentrifugation (10 min, 15000 rpm, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und fiir die
Bestimmung der Reporterenzymaktivitat benutzt.

2.10.2 Bestimmung der LUC-Aktivitat

Zur Bestimmung der LUC-AKktivitat (Luciferase) wurden bei Raumtemperatur 10 pl des
Protoplastenextrakts mit 100 pl LUC-Substratpuffer (20 mM Tricine pH 7,8, 2,5 mM
MgSQ, 1 mM (MgCQ).Mg(OH),5H,0, 0,1 mM EDTA, 30 mM DDT, 300 pM
Coenzym-A, 500 uM ATP, 500 uM Luciferin) (Hartmaenhal, 1998) versetzt und die
resultierende Lumineszenz mit einem “Luminoscan Ascent” (Labsystems, Helsinki,
Finnland) tber jeweils 5 s bestimmt.
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2.10.3 Bestimmung der GUS-Aktivitat

Zur Bestimmung der GUS-Aktivitat (3-Glucuronidase) wurden 50 pl des Protoplasten-
extrakts mit 50 pl GUS-Substratpuffer (50 mM ,NRO/NaH,PO,, pH 7, 10 mM
Mercaptoethanol, 2 mM 4-MUG, 0,1 mM EDTA, 0,1% Triton X-100) versetzt und bei
37°C inkubiert. Nach 1 h und nach 3 h wurden 20 pl des Reaktionsgemischs zu 150 pl
0,4 M Na(CQ), gegeben und die Fluoreszenz bestimB&0( nm Exitation /440 nm
Emission) (Cytofluor II, Biosearch, Bedford, USA).

2.10.4 Errechnung der normierten GUS-AKktivitat

Zur Bestimmung der normierten GUS-Aktivitat wurde die Differenz des 1 h- und des 3
h-Fluoreszenzmesswerts bebildet und dieser Wert durch die Luciferaseaktivitat (relative
Einheiten) geteilt. Aus den parallelen Proben wurde der Mittelwert und die
Standardabweichung errechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Nachweis elicitorresponsiver MAPKSs in Petersiliezellen

3.1.1 Nachweis elicitorresponsiver Proteinkinasen mittels In-Gel-MBP-
Kinaseversuchen

In-Gel-Kinaseversuche ermdglichen den Nachweis aktiver Proteinkinasen. Dazu werden
zellulare Proteine elektrophoretisch in Polyacrylamidgelen aufgetrennt, in die ein
Proteinkinasesubstrat einpolymerisiert ist. Nach Renaturierung der Proteine wird durch
Inkubation des Gels mit y{**P]JATP eine Kinasereaktion im Gel durchgefiihrt.
Entsprechend dem gewahlten Substrat lassen sich so unterschiedliche Proteinkinasen
nachweisen.

Wahrend sich durch In-Gel-Kinaseexperimente mit Kasein und Histon keine
elicitorresponsiven Proteinkinasen in Petersilieextrakt nachweisen lie3en (T. Nurnberger,
personliche Mitteilung), zeigten In-Gel-Kinaseversuche mit Myelin-assoziiertem Protein
(MBP) die schnelle und transiente Aktivierung von drei Proteinkinasen durch Elicitierung
(Abb. 1). Bereits 3 min nach Pep25-Zugabe waren starke MBP-Kinaseaktivitaten
nachweisbar, die in den unbehandelten oder mit Wasser behandelten Zellen (nicht
gezeigt) nicht detektiert wurden. Das Maximum der Aktivitat wurde nach 5-10 min
gefunden, und bis zu 4 h nach Elicitierung war zumindest die gréf3te der Kinasen
detektierbar. Damit gehort die MBP-Kinaseaktivierung zu den schnellsten bisher
gefundenen Reaktionen der Petersiliezellen auf Elicitierung. Die gréf3te der 3 Kinasen
besald eine apparente Masse von 46 kDa und gab das stérkste und langanhaltendste
Signal. Die beiden anderen MBP-Kinasen erschienen bei 44 bzw. 40 kDa und wurden
weniger und deutlich transienter aktiviert.
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Abb. 1: Nachweis elicitorresponsiver Kinasen durch In-Gel-MBP-Kinaseversuche.
Zellsuspensionskulturen der Petersilie wurden mit 50 ng/ml Pep25 versetzt und zu den angegebenen
Zeiten nach Behandlungsbeginn geerntet. Daraus hergestellter Proteinextrakt (15 pg Protein/Spur)
wurde mittelsSDS-Gelelektrophorese in einem 10%igen Polyaamidgel aufgetrennt, das 0,3 mg/ml
MBP-Substratprotein enthielt. Nach Renaturierung der Proteine wurde das Gel 30 min in einem
Kinasepuffer inkubiert, dery{**P]JATP (1 pCi/ml) enthielt, von nicht inkorporierter Radioaktivitat
befreit, getrocknet und mittels Autoradiographie analysiert.
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3.1.2 Identifizierung der elicitorresponsiven Kinasen als MAPKs

Die Spezifitst des In-Gel-Kinasenachweises mit MBP und die GroRe der
elicitorresponsiven Kinasen lie3en die Vermutung zu, daf3 es sich bei diesen um MAPKs
handelt. MAPKs sind eine Klasse von S/T-Proteinkinasen, die in allen eukaryotischen
Organismen vorkommen und an der intrazellularen Vermittlung einer Vielzahl von
Signalen beteiligt sind (Lewist al, 1998; Cobb, 1999). Die Aktivierung der MAPKs
erfolgt durch Phosphorylierung eines konservierten Threonins und Tyrosins auf der
sogenannten Aktivierungsschleife in der Nahe der Proteinkinasedoméane VIII @ayne
al., 1991) durch eine bispezifische Proteinkinase, die sogenannte MAPK-Kinase (MKK)
(Cobb und Goldsmith, 1995). Die MKKs werden ebenfalls durch Phosphorylierung
aktiviert; die Kinasen, die diese Reaktion katalysieren, werden als MAPK-Kinase-
Kinasen bezeichnet (KKKs) (Marshall, 1994). Das regulatorische Threonin und
Tyrosin der MAPKs wird lediglich durch eine einzige Aminoséure getrennt; in den
klassischen MAPKs durch ein Glutamat. Auf dieser Grundlage wurde von der Firma
Promega ein polyklonaler Antikbrper gegen das zweifach phosphorylierte TEY-Peptid
entwickelt, der die immunologische Detektion aktivierter MAPKSs erlaubt.

Um die Identitat der elicitorresponsiven MBP-Kinasen zu ermitteln, wurden die bereits
fur die In-Gel-Experimente verwendeten Extrakte nach Auftrennung mittels SDS-PAGE
auf Nitrocellulose transferiert und mit den oben genannten anti-ACTRKEAPK-
Antikbrpern analysiert. Wie aus Abb. 2 zu ersehen ist, wurden auf den Westernblots alle
3 im In-Gel-Versuch nachweisbaren elicitorresponsiven Kinasen durch den Antikérper
erkannt. Wahrend fur die 46- und die 44-kDa-Kinase in den In-Gel-Versuchen und den
Westernblots die gleiche Starke der Banden und ein identisches Aktivierungsprofil
gefunden wurde, ist die 40-kDa-Bande im Westernblot viel starker und die Aktivierung
langer anhaltend als im In-Gel-Kinaseversuch.
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Abb. 2: Nachweis elicitorresponsiver MAPKs in Westernhioisanti-ACTIVE™-MAPK-Antikérpern.
Proteinextrakte elicitorbehandelter Zellen (15 pg Protein/Spur) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Elektrotransfer auf Nitrocellulose Ubertragen. Nach Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen mit TBST/5% BSA wurde die Membran mit 15000fach verdinnten anti-AGFIVE
MAPK-Antikérpern inkubiert, gewaschenmit Peroxidase-gekoppeltem sekundaren Antikorper
inkubiert und gewaschen. Die Detektion kreuzreagierender Proteine erfolgte mit dehWByE@&Im
(Enhanced-Chemolumuniscence/Amersham) und Réntgenfilmen.
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3.1.3 Immunprazipitationsexperimente mit Antiseren gegen Medicago MAPKs

Aus Arbeiten Gber MAPKs in Tabaljedicago sativaund Arabidopsis thalianawar
bekannt, dal3 die MAPKs in Pflanzen eine Genfamilie bilden (Mizogetchi, 1993;
Jonaket al, 1993; Wilsoret al, 1995; Jonalet al, 1995). Unter Verwendung von drei
unterschiedlichen polyklonalen Antiseren wurden deshalb gekoppelte
Immunprazipitations-Kinaseexperimente durchgefuhrt, um festzustellen, ob die
elicitorresponsiven MAPKs einer der bekannten Klassen von Pflanzen-MAPKs
angehoren. Die Seren wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit synthetischen
Peptiden, die die 10 C-terminalen Aminosauren der Medicago MAPKs MMK2 (&bnak
al., 1995), MMK3 (Bogreet al, 1999) bzw. MMK4 (1996) enthielten, hergestellt. Das
M11 Serum erkennt spezifisch MMK2, das M14 Serum erkennt spezifisch MMK3, das
M7 Serum erkennt aufgrund der hohen Sequenzhomologie im C-Terminus sowohl
MMK1 als auch MMK4.

Abb. 3 zeigt, dal3 lediglich mit dem M7-Serum, nicht jedoch mit den Seren M11 und
M14 eine elicitorresponsive MBP-Kinaseaktivitat prazipitiert wurde. Die Induktion
dieser Kinaseaktivitat war ebenso wie die in den In-Gel-Versuchen detektierte Aktivitat
transient und das Aktivitdtsmaximum wurde auch hier 5-10 min nach Elicitorzugabe
erreicht.

01 3 5 10 20 40 [min]
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Abb. 3: Immunprézipitationsexperimente mit Antiseren gegen MediHdKs.

Proteinextrakte (100 pg) aus Petersiliezellen, die fiir die angegebenen Zeitrdume mit Pep25 (100 ng/ml)
behandelt worden waren, wurden mit 0,5 pl M7-, M11- und M14-Antiserum versetzt. Nach
Prazipitation der Antikorper-Antigenkomplexe mit Protein-A-Sepharose, wurde das Prazipitat intensiv
gewaschen und anschlieRend in einem KinasepufferyffPJATP und MBP inkubiert. Die Produkte
derIn-Vitro-Reaktion wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt mnittiels Autoradiographie analysiert.
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3.1.4 Westernblot-Analyse von Petersilieproteinen mit M7-Antiserum

Um eine Korrelation zwischen den im In-Gel- und im Westernblotversuch detektierten
elicitorresponsiven MAPKs und der prazipitierten Kinaseaktivitat zu erreichen, wurde ein
Westernblot, der bereits mit dem anti-ACTIVEMAPK-Antikérper inkubiert worden

war, von Antikbrpern befreit und mit dem M7-Antiserum behandelt. Abb. 4 zeigt, daf?
der M7-Antikorper lediglich mit einem einzigen, 46-kDa-grof3en Protein interagierte.
Beim Ubereinanderlegen der entsprechenden Roéntgenfime wurde deutlich, daR dieses
Protein exakt die gleiche Gro3e wie die elicitorresponsive 46-kDa-Kinase aufweist. Die
Menge der elicitorresponsiven 46-kDa-Kinase blieb bis zu 4 h nach Elicitierung konstant.
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Abb. 4: Westernblot-Analyse der Proteine elicitierter Petersiliezellen mit dem M7-Antiserum.
Westernblots, die unter Verwendung von Proteinextrakten Pep25-behandelter Petersiliezellen hergestellt
worden waren, wurden mit 8000fach verdiinntem M7-Serum und Peroxidase-gekoppeltem sekundéarem
Antikorper inkubiert. Kreuzreagierende Proteine wurden durch "E@hd Rontgenfilme sichbar
gemacht.

3.2 Signalspezifitdt der MAPK-Aktivierung

Das Pepl3-Elicitorpeptid oder Peptide, die dieses enthalten, wie z. B. Pep25, binden an
einen hochaffinen Plasmamembranrezeptor Motiv und aktivieren auf diesem Weg die

Abwehrreaktionen der Petersiliezellen (Nurnbergeal, 1994; Hahlbroclet al, 1995).

Durch Analoga des Pepl3-Peptids, in denen einzelne Aminoséuren durch Alanin

ausgetauscht worden waren, konnte in friheren Arbeiten gezeigt werden, daf3
Veranderungen des Pepl3-Motivs, die die Bindungsaffinitdt zum Rezeptor vermindern,

in gleichem Mal3e die Elicitoraktivitat reduzieren (NUrnbesgexl, 1994).

Mit Hilfe dieser Peptide wurde untersucht, ob die Aktivierung der MAPKs durch den
Pep25-Elicitor ebenfalls ein rezeptorvermittelter Prozel3 ist und den gleichen Kriterien
gehorcht wie die anderen Elicitorantworten. Dazu wurde nach Behandlung der Zellen mit
Pepl3, Pep13-Al2 (einem aktiven Analog), Pep13-A2 und Pepl3-A5 (zwei inaktiven
Analoga) in In-Gel- und Immunprazipitationsversuchen der Aktivierungszustand der
MAPKSs bestimmt. Dabei zeigte sich, dal3 lediglicipEund Pepl3-Al12, die eine hohe
Affinitdt zum Rezeptor besitzen und in niedrigen Konzentrationen als Elicitor wirken, die
MAPKSs aktivieren (Abb. 5). Dahingegen waren Pep13-A2 und Pep13-A5 inaktiv.
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Abb. 5: Aktivierungszustand der MAPKs nach Behandlommgaktiven und inaktiven Pep13-Analoga.
Proteinextrakte (100 pg) von Petersiliezellen, die fur die angegebenen Zeitrdume mit Pepl3, dem
aktiven Pepl3-Analog Pepl3-Al12 oder den inaktiven Pepl3-Analoga Pepl3-A2 und Pepl3-A5
behandelt worden waren (alle 50 nM), wurden in Immunprézipitations-Kinaseexperimenten (wie in
Abb. 3 beschrieben) mit dem M7-Serum untersucht.

3.3 Einordnung der MAPKSs in die Elicitorsignal-
transduktionskette

Inhibitor- und Effektorexperimente haben gezeigt, dal3 die schnellsten messbaren
Reaktionen der Petersiliezellen nach Elicitierung, der Anstieg der cytoplasmatischen
Cda*-Konzentration, die Alkalinisierung des Mediums und der Anstieg der extrazellularen
K*- und Cl-Konzentration notwendig und hinreichend fir die Induktion der
darauffolgenden Elicitorantworten sind (Jak$ al, 1997). Der nachgeschaltete
“oxidative burst” ist ebenfalls an der Auslosung zahlreicher, aber nicht aller
Elicitorantworten beteiligt (Jaket al, 1997; T. Eulgem, personliche Mitteilung).

3.3.1 Einflul3 des lonenkanalinhibitors A9C auf die MAPK-Aktivierung

Eine Reihe von C& und Anionenkanalinhibitoren blockiert die elicitorresponsiven
lonenflisse und alle nachgeschalteten Reaktionen der Petersiliezellen, wie z. B. den
“oxidative burst” und die Phytoalexinsynthese (Jabs, 1994;eladds 1997). Aus diesen
Inhibitoren  wurde der Anionenkanalinhibitor A9C (Anthracen-9-carbonsaure)
ausgewahlt, um die Bedeutung der lonenflisse bei der Aktivierung der MAPKs zu
untersuchen. In  In-Gel-Versuchen und gekoppelten Immunprazipitations-
Kinaseexperimenten wurde gefunden, da3 A9C die Aktivierung der MAPKs vollstandig
blockiert (Abb. 6).
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Abb. 6: Inhibition detMAPK-Aktivierung durch A9C.

Petersiliezellen wurden 30 min mit 100 uM A9C vorinkubiert und dann fir die angegebenen Zeitrdume
mit Pep25-Elicitor (50 ng/ml) behandelt. Ein Proteinextrakt, der aus diesen Zellen und nicht

inhibitorbehandelten Zellen gewonnen wurde, wurde in In-Gel-MBP-Kinaseexperimenten (A) und

Immunprazipitations-Kinaseversuchen mit M7-Antiserum (B) auf AktivierundvbhPKs untersucht.

3.3.2 Einflul3 des Polyenantibiotikums Amphotericin B auf die MAPK-Aktivitat

Das Polyenantibiotikum Amphotericin B bildet aufgrund seiner chemischen Struktur
Poren in Membranen und macht diese dadurch fur lonen permeabel. Behandelt man
Petersiliezellen mit dieser Substanz, so 16st dies ein Spektrum von lonenflissen aus, das
dem nach Elicitierung beobachteten gleicht und zur Auslésung der Abwehrantworten
fuhrt (Jabs, 1994; Jabst al, 1997). Deshalb wurde der Aktivierungszustand der
MAPKSs in Amphotericin-B-behandelten Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, daf3 auch
die elicitorresponsiven MAPKs durch Zugabe von Amphotericin B zum Kulturmedium
aktiviert werden (Abb. 7). Die Aktivierung war transient und erfolgte ebenso wie die
anderen Reaktionen im Vergleich zur Elicitorantwort zeitlich verzogert.

A 0 510 20 30 45 60 90 120 [min]

e S | 15 (Da

B 0 510 20 30 45 60 90 120 [min]
-

- -

- "* — MBP

Abb. 7: Aktivierung der elicitorresponsiven MAPKs durch Amphotericin B.

Petersiliezellen wurden mit 50 uM Amphotericin B versetzt und zu den angegebenen Zeiten nach
Beginn der Behandlung geerntet. Proteinextrakte dieser Zellen wurden in In-Gel-MBP-
Kinaseexperimenten (A) und Immunprézipitations-Kinaseversuchen mit M7-Antiserum (B) auf
Aktivierung der MAPKSs untersucht.
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3.3.3 Einflul} des NADPH-Oxidaseinhibitors DPI auf die MAPK-Aktivierung

Der NADPH-Oxidaseinhibitor DPI blockiert die schnelle Produktion von ROS nach
Eilicitierung und dadurch einen Grol3teil der folgenden Elicitorantworten glabs,
1997). Um die Rolle des “oxidative burst* bei der MAPK-Aktivierung zu untersuchen,
wurde deshalb der Aktivierungszustand der MAPKSs in Zellen bestimmt, die vor Beginn
der Elicitorbehandlung mit DPI vorinkubiert worden waren. Weder in In-Gel-Versuchen,
noch in Westernblots oder Immunprazipitations-Kinaseexperimenten wurde ein
signifikanter Unterschied in der Elicitoraktivierung der MAPKs zwischen den
inhibitorbehandelten und den nicht inhibitorbehandelten Zellen gefunden (Abb. 8).
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Abb. 8: Einflul3 von DPI auf die Aktivierung der elicitorresponsiven MAPKSs.

Petersiliezellen wurden 30 min mit 50 uM DPI vorinkubiert und dann fir die angegebenen Zeitrdume
mit Pep25-Elicitor (50 ng/ml) behandelt. Proteinextrakte, die aus diesen Zellen und nicht
inhibitorbehandelten Zellen gewonnen wurden, wurden in In-Gel-MBP-Kinaseexperimenten (A), in
Westernblots mit  anti-ACTIVE'-MAPK-Antikérpern  (B) und in  Immungizipitations-
Kinaseversuchen mit M7-Antiserum (C) auf Aktivierung NEkPKs untersucht.

3.3.4 Immunlokalisierung der elicitorresponsiven MAPK mit M7-Antiserum

Ein zentraler Regulationsmechanismus eukaryotischer Signaltransduktionskomponenten
ist neben der Kontrolle ihrer enzymatischen Aktivitat durch posttranslationale
Modifikationen ihre subzelluldre Lokalisierung. So ist aus Untersuchungen in
Saugerzellkulturen bekannt, dafl3 die Signalweiterleitung durch MAPKs neben der
Aktivierung durch zweifache Phosphorylierung die Relokalisierung der aktivierten
Kinasen in den Kern erfordert (Brunet al, 1998; Robinsort al, 1998). Aus diesem
Grund wurden unter Verwendung des M7-Serums Immunlokalisierungsstudien mit
elicitorbehandelten und nicht elicitorbehandelten Petersiliezellen durchgefuhrt. Wahrend
in unbehandelten Petersiliezellen keine Immunfluoreszens nachweisbar war, waren die
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Kerne von Zellen, die fir 5 min mit Pep25 behandelt worden waren, durchgangig
markiert (Abb. 9). In Zellen, die fur 60 min mit Pep25 behandelt worden waren, waren
dahingegen nur noch einzelne Kerne angefarbt; in der Mehrzahl dieser Zellen war keine
Immunfluoreszens mehr detektierbar (nicht gezeigt). Die Kernlokalisierung der 46-kDa-
Kinase spiegelt also ihr Aktivierungsprofil wieder (vgl. 3.1.1-3).

Abb 9: Immunlokalisierung der elicitorresponsiven 46-KipaPK mit Hilfe des M7-Antiserums.
Petersiliezellen, die nicht (A und B) oder fur 5 min (C und D) mit Pep25 behandelt worden waren,
wurden in Formaldehyd fixiert, in Polyethylenglycol eingebettet und in 2 pm dicke Praparate
geschnitten. Diese wurden mit 10000fach verdinntem M7-Antiserum inkubiert, und anschlieend
wurden die gebundenen priméren Antikérper durch biotinylierte sekundare Antikorper, Streptavidin-
gekoppelte Peroxidase und Fluoresceintyramid-Reagenz sichtbar gemacht (A und C). Um die Kerne
anzufarben (B und D), wurde DAPI verwendet.

3.3.5 Einfluf3 von Inhibitoren der MAPK-Kaskade auf die Aktivierung der
elicitorresponsiven MAPKs und die Phytoalexinproduktion

Die Mehrzahl der Proteinkinaseinhibitoren wirkt auf mehrere Klassen von Proteinkinasen
und ist deshalb unspezifisch. Dariiber hinaus ist in der Regel volkommen unbekannt,
welche pflanzlichen Proteinkinasen durch welche Inhibitoren in welchem Ausmald
inhibiert werden, da sowohh-Vitro- als auchin-Vivo-Daten fehlen. Fir die ERK1- und
ERK2-Kinasekaskade (extracellular regulated MAPK) in S&ugern wurden in den letzten
Jahren zwei sehr spezifische Inhibitoren entwickelt. PD 098059 (A&feas) 1995) und

UO 126 (Favateet al, 1998) inhibieren wirkungsvoll die MKKs MEK1 und MEK2
(MAPK- oder ERK-Kinase), die ERK1 und 2 aktivieren (Cano und Mahadevan, 1995).
Die Aktivitat anderer Proteinkinasen, insbesondere auch anderer MKKs wird jedoch
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nicht beeinflult. SB 203580 ist dahingegen ein spezifischer Inhibitor der
stressresponsiven p38-MAPKs (Tetral, 1996).

Die drei Inhibitoren wurden in verschiedenen Konzentrationen in Petersiliezellkulturen
auf ihre Inhibitorwirkung getestet. Dazu wurden Zellen 30 min mit verschiedenen
Konzentrationen (1-200 uM) der Substanzen vorinkubiert, dann mit Elicitor versetzt und
anschlieBend entweder 24 h inkubiert, um die Vitalitdt der Zellen und die
Phytoalexinproduktion zu besimen, oder aber nach 8 min geerntet, um in In-Gel- und

Immunprazipitationsversuchen den Einfluld auf die MAPK-Aktivierung zu bestimmen.
Dabei zeigte sich, dal3 weder die MAPK-Aktivierung noch die Phytoalexinproduktion
durch die Inhibitoren signifikant beeinflu3t wurde (nicht gezeigt).

3.4 Klonierung und Charakterisierung 5 verschiedener
Petersilie-MAPK-cDNAs

Eine weitergehende Untersuchung der Funktion der MAPKs in der
Elicitorsignaltransduktionskette und die Identifizierung mdglicher Regulatoren und
Substrate erforderten die Klonierung der drei elicitorresponsiven Petersilie-MAPK-
cDNAs. Wahrend die Kreuzreaktion des M7-Serums mit der 46-kDa-Kinase eine
Zuordnung dieser MAPK zur Gruppe der MMK1- oder der MMK4-Kinasen erlaubte,
war Uber die 44-kDa- und die 40-kDa-Kinase nichts bekannt. Deshalb sollte in einem
ersten Ansatz eine mdglichst grof3e Anzahl unterschiedlicher Petersilie-MAPKs kloniert
werden, darunter vor alleiMMK1 und MMK4-Homologe, und anschlieRend durch
immunologische Studien ihre Beteiligung an der Elicitorsignalkthakiton bestnmt
werden.

3.4.1 Screenen einer Petersilie-cDNA-Bank mit einddMK1- und einer MMK4-
Sonde

Aufgrund der hohen Homologie der MAPKSs unterschiedlicher Pflanzenspezies, und um
gezielt dieMMK1- und MMK4-Homologen zu klonieren, wurden radioaktiv markierte
DNA-Proben verwendet, die die offenen LeserahmenMiK1- und MMK4-cDNAs
reprasentieren. Damit wurde elBAP™ [I-cDNA-Bank durchsucht, die mit poly(A)

RNA von elicitorbehandelten Petersiliezellen gewonnen worden war (Wirtz, 1994).

Um die Eignung der Proben zu testen und optimale Hybridisierungsbedingungen zu
ermitteln, wurden in Pilotexperimenten Southernblots genomischer Petersilie-DNA unter
verschiedenen Stringenzbedingungen mit den heterologen Sonden hybridisiert. Bei wenig
stringenten Hybridisierungs- und Waschbedingungen war ein komplexes Muster mit
zahlreichen einzelnen Banden sichtbar (nicht gezeigt). Diese Bedingungen versprachen
die Isolierung einer gro3tmaoglichen Anzahl verschiedener MAPK-cDNA-Klone.

Mit jeder Probe wurden jeweils 6x1Plaques analysiert. Nach zwei Plattierungsrunden
verblieben 18 Phagen aus der Analyse mit MMK1 und ein Phage aus der Analyse mit
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MMK4, die mit der jeweiligen Sonde hybridisierten. Die Phagen wurden mit Hilfe von
Helferphagen “EXAssist' durch In-Vivo-Excision in pBluescript-SK-Plasmide
Uberfuhrt. Alle Plasmidvektoren wurden einer Restriktrionsanalyse unterzogen und vom
3’- und 5-Ende mit den Primern T3 und T7 ansequenziert. Durch Vergleich der
Restriktionsmuster und der DNA-Sequenzen in kodierenden und nicht kodierenden
Bereichen zeigte sich, dal3 8 unterschiedliche Klone isoliert worden waren, die sich 5
unterschiedlichen MAPK-cDNA-Sequenzen zuordnen lie3en. Diese unterschiedlichen
Petersilie-MAPK-cDNAs MPKs) wurden von 1 bis 5 durchnummeriert (Tab. 12).
MPK1 wird in anderen Publikationen &8RM1bezeichnet (Ligterinlet al, 1997), doch

diese Bezeichnung wurde in der vorliegenden Arbeit aus Griinden der Ubersichtlichkeit
nicht mehr verwendet.

Tab. 12: Charakterisierung der 5 Petersilie-MAPK-Klone
Bezeichnung UntergruppelLédnge der cONA GroRe des Proteins Bemerkungen

MPK1 3 1565 bp 371 Aminosauren Gesamtlangenklon
42,7 kDa

MPK2 3 1623 bp 370 Aminosauren Gesamtlangenklon
42,8 kDa

MPK3 2 1411 bp 387 Aminosauren Gesamtlangenklon
44,3 kDa

MPK4 4 1736 bp 374 Aminosauren Gesamtlangenklon
43,0 kDa

MPK5 4 1016 bp 250 Aminoséuren  unvollstandige

Klone

! Angabe der Untergruppe entsprechend Einordnung in Abb. 10 B
Z Lange des langsten isolierten cDNA-Klons

3.4.2 Analyse der Sequenzen der MAPK-cDNAs

Pro MAPK wurde mindestens jeweils der langste cDNA-Klon in beide Richtungen
vollstandig durchsequenziert (Sequenzen im Anhang). Dabei zeigte sich, dal3 von 4
Kinasen Gesamtlangenklone vorlagen. LediglichMieéK5 fehlen wahrscheinlich ca. 500
Basen vom 5-Ende des kodierenden offenen Leserahmens.

Sequenzvergleiche auf der Ebene der Nukleotidsequenzen und der abgeleiteten
Aminosauresequenzen zeigten zwischen den Kinasen eine grof3e Homologie tber die
gesamten kodierenden Bereiche (Abb. 10 A), wobei sich die 5 Kinasen in 3
Untergruppen einordnen lieRen. Diese Einordnung wurde auch bei einem Vergleich mit
MAPKs aus anderen Pflanzen auf der Ebene der Aminosauresequenzen gefunden (Abb.
10 B). MPK1 undMPK2 sind hoch homolog zueinander (84% identische Nucleotide und
85% identische Aminosauren) und fallen in eine Gruppe mit Meditélgé4,
ArabidopsisMPK3 und TabakWNIPK. MPK3 ist der einzige Petersilienklon, der sich der
Gruppe von MedicagbdMK1, ArabidopsisMPK6 und TabakSIPK und NTF4
zuordnen laRt.MPK4 und MPK5 sind wiederum hoch homolg zueinander (91%
identische Nucleotide und 86% identische Aminosauren) und haben das Tabakhomologe
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NTF6 das MedikagohomologeiMK2 und die ArabidopsishomologeviPK4 und 5.

Aus der vierten bekannten Gruppe von pflanzlichen MAPKs wurden in dem
Screeningansatz keine entsprechenden cDNAs isoliert, doch wurden in PCR-Ansatzen
mit degenerierten Oligonukleotiden und genomischer bzw. cDNA als Template DNA-
Fragmente amplifiziert, die aufgrund ihrer Sequenz auf das Vorhandensein von Petersilie-
MAPKs der Gruppe 1 schlieBen lassen (A. Zunker und A. Neininger, personliche
Mitteilung).

Abb. 10 (auf Seite 40): Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen der cDNAVEe?2, 3
und4 untereinander (A) und mit bekannten pflanzlich&PKs (B).

(A) Das Alignment der abgeleiteten Aminosauresequenzen der cDNA-KI&L, 2, 3 und 4 wurde
mit dem ProgramnDNASIS erstét. Unterlegte Bereiche zeigen identische Aminoséuren an, Liucken
sind durch Striche symbolisiert, Sterne bezeichnen die Positionen des Stopkodons.

(B) Der Stammbaum der abgeleiteten Aminosduresequenzen der PetBidiid<tone pdiPK1, 2, 3
und 4 und bekannter pflanzlicheAPK-cDNAs wurde mit dem ProgramnDNASIS erstét. Im
einzelnen wurden neben den Sequenzen der Petdgifiks (MPKs) die Arabidopsis-MAPKMPK]1,
2,3,4,5,6und7 (Mizoguchiet al, 1993), der Tabak-MAPK®IPK (Seoet al, 1995),SIPK (Zhang
und Klessig, 1997)NTF3 (Wilson et al, 1993),NTF4 undNTF6 (Wilson et al, 1995), der Medicago-
MAPKs MMK1 (Jonaket al, 1993),2 (Jonaket al, 1995), und4 (Jonaket al, 1996), der Erbsen-
MAPK PsD5 (PEAMK; Schafstronet al, 1993), der Petunien-MAPK PhERK1 (PETMK; Decroocq-
Ferrandet al, 1995) und der Hafer-MAPK AsPK9 (OATMK, Ity und Phillips, 1995) verwendet.
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10 20 30 40 50
PCMPK1.AMI 1 e e MANPG DGQYDFPAI Q THGGFIQY NIFGNLFQVT 50
PCMPK2.AMI 1 e e MANPG DGQYDFPAI A THGGRFIQYNIFENLFEVT 50
PCMPK3.AMI 1 MDGSTQPSDT VMSDAAPASQ TAGIENI PAS LSHGGRFIQYNIFGNI FEVT 50
PCMPK4.AMI R MESSSA ATDHTHIKGV P THGGRYQY NVYGNLFEVS 50
PCMPK5.AMI 1 50
60 70 80 90 100
PCMPK1.AMI 51K KYRPPIMPI GRGAYGIVCS IMNTETNEM\AVKKIANAFD NYMDAKRTLR 100
PCMPK2.AMI 51 AKYRPPIMPI GRGAYGIVCS IMNTENEMV AIKKIANAFD NYMDAKRTLR 100
PCMPK3.AMI 51 AKYKPPIL PI GKGAYGIVCS ALNLETNEF AIKKIANAFD NK\DAKRTLR 100
PCMPK4.AMI 51 R KYVPPIRPV GRGAYGIVCA MNSITREEV AIKKIG NAFD NRIDAKRTLR 100
PCMPK5.AMI 51 100
110 120 130 140 150
PCMPK1.AMI 101 EIKLLRHLDH ENVIAITDVI PPPLRREFTD VYIATELMDT DLHQIIRSNQ 150
PCMPK2.AMI 101 EIKLLRHLDH ENIIAL TDM PPP\RRM-SD VYIATELMDT DLHQIIRSAQ 150
PCMPK3.AMI 101 EIKLLRHVDH ENVMAIRDIT PPPQRSFND VYIAYELMDT DLHQIIRSNQ 150
PCMPK4.AMI 101 EIKLLRHMM ENVIAIK DII R PPQIESFND VYIVYELMDT DLHQIIRSNQ 150
PCMPK5.AMI 101 DLHQIIRSNQ 150
160 170 180 190 200
PCMPK1.AMI 151 G LSEEHCQYFLYQLLRGLKY IHSANII HRD LKPSNLLLNA NCDLKICDFG 200
PCMPK2.AMI 151V LSEEHSQYF LYQLLRGLKY IHSANII HRD LKPSNLLLNA NCDLKICDFG 200
PCMPK3.AMI 151 G LSEEHCQYFLYQILRGLKY IHSANVLHRD LKPSNLLLNA NCDLKICDFG 200
PCMPK4.AMI 151 Q LTDCHCFYF LYQLLRGLKY \HSANVLHRCLKPSNLLLNA NCDLKICDFG 200
PCMPK5.AMI 151 Q LTDCHCFYF LYQLLRGLKY \HSANVLHRCLKPSNLLLNA NCDLKICDFG 200
210 220 230 240 250
PCMPK1.AMI 201 LARHNTDDFE MTEYVVTRW'RAPELLLNSS DYT\AIDVWS VGCIYMELMN 250
PCMPK2.AMI 201 LARPNTDDF MTEYVVTRW'RAPELLLNSS DYTAAIDVWSVGCIYMELMN 250
PCMPK3.AMI 201 LAR\VTSETDF MTEYVVTRW'RAPELLLNSS DYTAAIDVWSVGCIFMELMD 250
PCMPK4.AMI 201 LARTTSETDF MTEYVVTRW'RAPELLLNC(S E YTAAIDI WS VGCILCEVMT 250
PCMPK5.AMI 201 LARTTSETDF MTEYVVTRW'RAPELLLNC(S E YTAAIDI WS VGCILCEI MT 250
260 270 280 290 300
PCMPK1.AMI 251 RKPLFAGKDHVHQIRLLTEL L GSPTEALLG FVRNEIAKRF IL QLPRIPRQ 300
PCMPK2.AMI 251 RTPLFAGFDH VHKMRLLTEL LAAPTEPLLG FVRNED'RRY IL QLPRIPRL 300
PCMPK3.AMI 251 RKPLFPGIDH VHQLRLLIEL IGTPSEAELE FL- NENAIRY IRQLPLYFRQ 300
PCMPK4.AMI 251 RCPLFPGKDYVHQLRLITEL IGSPDLCASLG FLRSINARRY \RQLP(YPKQ 300
PCMPK5.AMI 251 RCPLFPGKDYVHQLRLITEL IGSPDLCASLG FLRSLNARRY \RQLP(YPRQ 300
310 320 330 340 350
PCMPK1.AMI 301 P LRQLYPQVH PLAIDLID KM LTFDPSKRIT VEEALAHPYLARLHDIADEP 350
PCMPK2.AMI 301 SLRMLPQVH PVAIDLID KM LTFDPSKRIT VEEALAHPYL ERLHDV:DEP 350
PCMPK3.AMI 301 SLTEKFPNVH PSAIDLVEKM LTFDPFRRLT VECALAHPYL TSLHDISDEP 350
PCMPK4.AMI 301 QFS ARFLNKS PGAIDLLEKM LI FDPMRRIT VCEALCHPYL AALHDINEEP 350
PCMPK5.AMI 301 LFS ARFLNKS PGAIDLLEKM LI FDPMRRIT VCEALCHPYL AFLHDINEEP 350
360 370 380 390
PCMPK1.AMI 3511 CTKPFSFEF ETAHLCEEQI KDNYQEALA FNPDCA*... . 400
PCMPK2.AMI 351 VCSKPFSFEF ETAHLCEEQI KENYQEALS FNPGMA®*... 400
PCMPK3.AMI 351 VCA/PFSFDF EQH/LLTEEQM FELIYREALA FNPEHQQM*. . 400
PCMPK4.AMI 351 VCPFPFSFDF EQPT(TEEN KELIWKESVK FNPDPIL* 400
PCMPK5.AMI 351 VCP(PFSFDF EQPS(TEEN KELIWFESVK FNPDPIY*.. .......... 400
PETMK.AMI 80,99
ATMPK1.AMI o
ATMPK2.AMI
ATMPK7.AMI
NTF4.AMI T jesam
SIPK.AMI a7 20
7
PEAMK.AMI o
MMKZ1.AMI % 24 69
PCMPK3.AMI 38.90¢
. 0
ATMPK6.AMI
66.39
PCMPK1.AMI -
PCMPK2.AMI
76.00
ATMPK3.AMI o
MMK4.AMI
0,
OATMK.AMI 57.9
PCMPK4.AMI o
PCMPK5.AMI %
MMK2.AMI 83.09
ATMPK4.AMI 71.09
ATMPK5.AMI 65.99
NTF6.AMI

Abb. 10 (Legende auf Seite 39): Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen der cDNA-Klone
MPK1, 2, 3 und4 untereinander (A) und mit bekannten pflanzlich&tPKs (B).
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3.4.3 Southern-Analyse genomischer DNA mNPK1-, MPK2 und MPK3-Sonden

Southernblots genomischer Petersilie-DNA wurden mit radioaktiv markierten DNA-
Proben hybridisiert, die den kodierenden BereichenMieK1-, MPK2- und MPK3-

cDNAs entsprachen (Abb. 11). Wahrend die Ergebnisse m¥V&l- und derMPK2-

Sonde darauf hindeuteten, dal3 im Petersiiengenom keine weiteren Vertreter dieser
Gruppe vorhanden sind, liel3 der VersuchMiK3 darauf schlie3en, dal? noch ein oder
zwei Homologe dieser MAPK in der Petersilie existieren.

MPK] MPK2 MPK3
= = > = —
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Abb. 11: Southernblot-Analyse genomischer PeterBif& mit MPK1-, MPK2- und MPK3-Sonden.
Genomische DNA aus Petéies (jeweils 20 pg) wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRlI, Hindlll und
Bglll (fir MPK1) bzw. EcoRV (fuirMPK2 und 3) verdaut und in Southernblot-Experimenten mit
radioaktiv markierten DNA-Proben hybridisiert, die die Leserahmen der oben angegebenen cDNAs
reprasentieren.

3.4.4 Expression vorMPK1, MPK2, MPK3und MPK4 in E. coli

Die Petersilie-MAPKSVIPK1, MPK2, MPK3undMPK4 wurden unter Verwendung von
Vektoren der pGEX-Serie der Firma Pharmacia als GST-Fusionsproteine (Glutathion-S-
Transferase) ife. coli exprimiert. Nach lduktion der Proteinbiosynthese mit IPTG und
Lyse der Bakterien lagen die rekombinanten Proteine in l6slicher Form vor und liel3en
sich Uber Affinitatschromatographie an Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia)
aufreinigen. Bei Analyse des Eluats mit SDS-PAGE war im Coomassieblau-gefarbten
Proteingel lediglich eine einzige Bande von 67 kDa (MPK1, MPK2 und MPK4) bzw. 69
kDa (MPKS3) sichtbar (Abb. 12A). Durch Proteaseverdau mit Factor X (MPK1) bzw.
Thrombin (MPK2, MPK3, MPK4) lie3 sich der GST-Anteil abspalten. Die so erhaltenen
rekombinanten Kinasen zeigten bei Untersuchung durch SDS-PAGE (Abb 12B) eine
apparente Masse, die jeweils 1-2 kDa gro3er war, als diejenige, die fur die abgeleiteten
Aminosauresequenzen errechnet worden waren. MPK3 zeigte im Proteingel eine Masse
von 46 kDa, MPK1, 2 und 4 eine Masse von 44 kDa. Bei 26 kDa war das abgespaltene
GST sichtbar.
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Abb. 12: SDS-PAGE der rekombinanten MAPKs MPK1, 2, 3 und 4.
Coomassieblau-gefarbte SDS-PAGEs der afftagereinigten (A) und der affinitatsgereinigten und
Faktor X- bzw. Thrombin-gespaltenen (B) rekombinanMAPKs MPK1, 2, 3 und 4 (jeweils 1

png/Spur).

3.4.4.1 Bestimmung der Kinaseaktivitat des rekombinanten MPK1

Zur Untersuchung der Aktivitat der so erhaltenen rekombinanten Proteine wurde fir
GST:MPK1 in In-Vitro-Versuchen die Autophosphorylierungsaktivitdat und die
Kinaseaktivitdt gegeniber MBP bestimmt. Dabei zeigte sich, dal3 das rekombinante
Protein stark autophosphoryliert und auch gegentber dem Substrat MBP kinaseaktiv ist
(Abb. 13A und B).
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Abb. 13: Nachweis der Kinaseaktivitat des rekombinanten KABK1.

(A) Rekombinantes GST:MPK1 (50 ng) wurde fiir die angegebenen Zeiten in Kinasepuffer inkubiert,
der 1uCi/ml {-*P]JATP enthielt. AnschlieRend wurden die Reaktionsprodukte durch SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Autoradiographie analysiert.

(B) Rekombinantes GST:MPK1 (2 ng) wurde aumsnen mit MBP (0,5 pg) fur die angegebenen Zeiten

in Kinasepuffer inkubiert, der 1uCi/my-f?PJATP enthielt. Die Reaktionsprodukte wurden wie in (A)
analysiert.
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3.4.5 Kreuzreaktion des M7- und des M11-Serums mit den rekombinanten
Kinasen

Durch das M7-Serum, das gegen den C-Terminus der Medicago-MAPK MMK4
gerichtet ist, aber aufgrund der hohen Sequenzidentitat auch MMK1 ekennt, wurde in
Petersilieextrakten eine 46 kDa grol3e, elicitorresponsive MAPK detektierte (3.1.3 und
3.1.4). Dahingegen lie3 sich mit Hilfe des M11-Serums, das gegen den C-Terminus von
MMK?2 gerichtet ist, keine elicitorresponsive Kinase in Petersilie nachweisen (3.1.3). Mit
beiden Seren wurden in der Folge Westernblots der rekombinanten Kinasen analysiert.
Dabei zeigte sich, dal3 die M7-Antikdrper sehr gut MPK3 erkennen, wesentlich
schlechter allerdings auch MPK1 (Abb. 14A). Das M11-Serum reagierte dahingegen
ausschlie3lich mit MPK4 (Abb. 14B).
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Abb. 14: Kreuzreaktion der Antiseren M7 (A) und M11 (B) mit den rekombinavifePKs.
Westernblots mit den rekombinant®APKs MPK1-4 (25 ng/Spur) wurden (Apit dem M7-Serum
(8000fach verdiinnt) und (B) dem M11-Serum (5000fach verdiinnt) analysiert.

3.4.6 Produktion von Antikdrpern gegen N- und C-terminale Peptide der Kinasen
MPK1, 3 und 4

Die klonierten Kinasen sind so homolog, dald spezifische Antikorper, die eindeutig
zwischen den einzelnen Isoformen diskriminieren, nur durch Immunisierung mit Peptiden
aus heterologen Sequenzbereichen erhalten werden konnen. Dies sind vor allem die
ersten 15-30 Aminoséuren des N-Terminus, ein kleiner Bereich von 10 Aminosauren um
Aminosaure 305 von MPK3 und die letzten 25 Aminosauren des C-Terminus (Abb.
10A). Diese Sequenzbereiche der Kinasen MPK1, 2, 3 und 4 wurden mit verschiedenen
Programmen auf ihre Antigenizitat hin Uberprift und anschlieBend die in Tabelle 13
aufgefihrten Peptide zur Immunisierung ausgewahlt. Aufgrund der grof3en
Sequenzhomologie zwischen MPK1 und 2 erschien es uns wenig aussichtsreich,
PeptidantikOrper zu erhalten, die zwischen den beiden Kinasen diskriminieren. Die
Peptide wurden mittels Festphasensynthese hergestellt, nach Uberprifung der Reinheit
der Syntheseprodukte durch HPLC-Analyse und Bestatigung der Aminosauresequenz
durch Peptidsequenzierung an KLH gekoppelt und fur die Immunisierung von jeweils
zwei Kaninchen verwendet.
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Tab. 13: Ubersicht tiber die fiir die Immunisierung verwendeten Peptide und die
erhaltenen Seren

Kinase Bereich (Positionen der Sequenz Serum
Aminosauren)

MPK1 N-Terminus (1-14) MANPGDGQYTDFPAC POO und PO1

MPK1 C-Terminus (355-370) KDMIYQEALAFNPDC P97 und P98

MPK3 N-Terminus (2-15) DGSTQPSDTVMSDAC P81 und P82

MPK3 C-Terminus (361-371) CEQHALTEEQMRE P124 und P125
MPK4 C-Terminus (360-374) CIWKESVKFNPDPIL P37 und P38

3.4.7 Kreuzreaktion der Antiseren mit den rekombinanten Kinasen und mit
Petersilieproteinen

Durch Dotblot- und Westernblot-Experimente mit den rekombinanten Kinasen und
Petersilieproteinextrakt wurden geeignete Inkubationsbedingungen ermittelt und die
Spezifitat der Seren Uberprift. Die gegen den N-Terminus von MPK1 gerichteten Seren
P00 und PO1 ergaben keine Signale mit dem rekombinanten MPK1 und wurden deshalb
nicht weiter verwendet. Das gegen den C-Terminus von MPK1 gerichtete Serum P97
erkannte mit hoher Spezifitdt rekombinantes MPK1 (Abb. 15A). Daneben wurde,
allerdings weitaus schwéacher, MPK2 detektiert. In Westernblot-Analysen mit
Petersiliegesamtprotein detektierte P97 zwei Banden der GrofRen 42 und 50 kDa (Abb.
15B), deren Intensitat nach Elicitierung gleich blieb (nicht gezeigt).

B
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Abb. 15: Spezifitat des Serums P97.
Westernblots mit den rekombinantetAPKs MPK1-4 (25 ng/Spur) (A) und Petdisproteinextrakt (20
png/Spur) (B) wurden mit dem P97-Serum (x5000) analysiert.
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Das gegen den N-Terminus von MPKS3 gerichtete Serum P82 detektierte auf
Westernblots von den rekombinanten Kinasen ausschlie3lich MPK3 (Abb. 16A). In
Westernblots von Petersilieproteinextrakt kreuzreagierte es lediglich mit einer einzigen
Bande von 46 kDa (Abb. 16B).
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Abb. 16: Spezifitdt des Serums P82.
Westernblots mit den rekombinantenMAPKs MPK1-4 (25 ng/Spur) (A) und
Petersiliengesamtproteinextrakt (20 ug/Spur) (B) wurden mit dem P82-Serum (x8000) analysiert.

Die Seren P124 und P125, die gegen den C-Terminus von MPK3 gerichtet sind,
reagierten auf Westernblots mit rekombinantem MPK3 und wesentlich schwacher auch
mit MPK1. In Westernblots von Petersilieproteinextrakt erkannte das SerRdndme
einzelne Bande von 46 kDa (nicht gezeigt). Da der Antikdrpertiter in Seren der zweiten
und dritten Blutung stark absank, wurden diese AntikGrper nicht weiterverwendet.

Die gegen den C-Terminus von MPK4 gerichteten Seren P37 und P38 detektierten von
den rekombinanten Kinasen auf Westernblots ausschliel3lich MPK4 (nicht gezeigt).

3.4.8 Immunprazipitationsexperimente mit den Seren P82, P97, P37 und P38

Die oben dargesteliten Ergebnisse deuteten darauf hin, dal3 die elicitorresponsive 46-
kDa-MAPK, die durch das M7-Serum prazipitiert wurde, identisch mit MPK3 ist. Um
diese Schlu3folgerung zu verifizieren und um zu untersuchen, ob MPK1 oder MPK4
ebenfalls elicitorresponsiv sind, wurden Immunprazipitations-Kinaseexperimente mit den
Seren P82, P97, P37 und P38 durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dal3 lediglich das Serum
P82 eine elicitorresponsive MAPK-AKktivitat prazipitierte, wahrend P97 (Abb. 17A), P37
und P38 (nicht gezeigt) unwirksam waren. Die Aktivierungskinetik der durch P82
prazipitierten Kinase (Abb. 17B) entsprach der der 46-kDa-MAPK, und die Fallung der
Aktivitat liel3 sich durch Zugabe eines Peptids kompetieren, das den N-Terminus von
MPK3 enthielt (Abb. 17C).
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Abb. 17: Immunprézipitationsexperimente mit P82 und P97.

(A) Proteinextrakte (100 pg) aus nicht elicitierten Zellen und Zellen, die fur 5 min mit Pep25 (50 ng/ml)
behandelt worden waren, wurden mit dem P82- oder P97-Serum in Immunprazipitations-
Kinaseexperimenten untersucht (wie unter Abb. 3 beschrieben).

(B) Immunprazipitations-Kinaseexperimente (wie unter Abb. 3 beschrieben) wurden mit P82-Serum und
Proteinextrakten (100 pg) aus nicht elicitierten Zellen und Zellen, die fir die angegebenen Zeiten mit
Pep25 (50 ng/ml) behandelt worden waren, durchgefiihrt.

(C) Immunprazipitations-Kinaseexperimente (wie unter Abb. 3 beschrieben) wurden mit P82-Serum und
Proteinextrakten (100 pg) aus nicht elicitierten Zellen und Zellen, die fir 5 min mit Pep25 (50 ng/ml)
behandelt worden waren, durchgefilhrt. Dem Proteinextrakt aus elicitierten Zellen wurde in den
angegebenen Proben vor Zugabe der Antikorper ein Peptid zugesetzt (0,2 oder 2 pg/ml), das die 15 N-
terminalen Aminoséauren von MPK3 oder MPK1 enthielt.

3.5 Suche nach Interaktionspartnern von MPK1 mit Hilfe des
Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten Mal die rezeptorvermittelte Aktivierung

von MAPKs in elicitorbehandelten Pflanzenzellen gezeigt werden. Die anderen
Komponenten dieses Signalmoduls sind jedoch noch unbekannt. Dies gilt sowohl fur die
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Substrate als auch fur die Regulatoren der MAPKSs. Bisher sind keine relevanten
Substrate fur pflanzliche MAPKs bekannt, und obwohl einige MKKs aus
unterschiedlichen Pflanzenspezies kloniert worden sind (Mizogetclail, 1997), ist
bisher keine Zuordnung zu einem gegebenen Modul moglich. Deshalb wurde versucht,
mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems MAPK-Interaktionspartner zu klonieren.

Das Hefe-Zwei-Hybrid-System ist ein genetisches System zum Nachweis und zur
Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen und erlaubt, mit einem Protein
der Wahl geeignete DNA-Banken nach Interaktionspartnern zu durchsuchen éBartel
al.,, 1993a; Phizicky und Fields, 1995). Es basiert auf der F&ahigkeit zweier
Hybridproteine, von denen eines eine DNA-bindende Doméane und eines eine
transkriptionsaktivierende Doméane enthalt, zu interagieren und die Transkription eines
Reportergens zu aktivieren (Fields und Song, 1989).

Das Schema in Abb. 18 verdeutlicht die Funktionsweise des von uns benutzten Systems.
Zu Anfang werden Plasmide konstruiert, die fur die beiden Hybridproteine kodieren. Ein
Hybridprotein besteht aus der DNA-bindenden Doméane des Hefe Transkriptionfaktors
GALA4 fusioniert mit einem Testprotein X (“bait*), das andere aus der transaktivierenden
Domaéane des GAL4 fusioniert mit einem Testprotein Y (“prey”). Die Plasmide werden in
einen Reporterhefestamm transformiert, der stabil im Genom integrierte Reportergene
besitzt, deren Promotoren GAL4-bindende-DNA-Sequenzen {JASthalten. Jedes

der Hybridproteine fir sich ist nicht in der Lage, die Transkription der Reportergene zu
aktivieren. Das “bait“-Hybrid nicht, weil es keine transkriptionsaktivierende Domane
enthalt, das “prey“-Hybrid nicht, weil es nicht an die GAL4-bindenden DNA-Sequenzen
binden kann. Nur wenn die beiden Testproteine X und Y interagieren, werden die beiden
Doménen des GAL4 zusammengefihrt und seine Funktion rekonstituiert, was in der
Folge zu Reportergenexpression fuhrt (Fields und Song, 1989; Baalel1993a).

Fur einen genetischen Screen nach Interaktionspartnern eines gewdahlten Proteins mit
Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems benétigt man eine DNA-Bank (genomisch oder
cDNA) in demjenigen Plasmid, das fur die transaktivierende Doméane kodiert @hien

al., 1991; Allenet al, 1995). Diese Bank wird gemeinsam mit dem Plasmid, das fur das
Hybridprotein aus DNA-bindender Doméane und Testprotein kodiert, in den
Reporterhefestamm kotransformiert. AnschlieRend werden die Transformanden auf
Reportergenexpression selektiert, positive Kolonien vereinzelt und die Plasmide, die die
Reportergenaktivierung vermitteln, isoliert und sequenziert (Bettell, 1993a). Bei

einem solchen Screen ist es von besonderer Bedeutung, durch geeignete Kontrollen die
Interaktion positiver Klone mit dem Testprotein zu verifizieren (Bartel et al 1993b;
Wong und Naumovski, 1997).
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Abb. 18: Das Hefe-Zwei-Hybrid-System (nach Fields und Song, 1989).

(A) Der Hefe-Transkriptionsfaktor GAL4 besitzt eirl@NA-bindende Doméane, die an definierte
Promotor-DNA-Sequenzen (UAP bindet, und eine transkriptionsaktivierende Domane, die zur
Expression des unterhalb von UABegenden Reportergens fihrt.

(B) Die Hybridproteine sind alleine nicht in der Lage, die Transkription des Reportergens zu aktivieren.
(C) Binden die Testproteine X und Y aneinander, werden die DNA-bindende und die transaktivierende
Doméne des GAL4 wieder zusammengebracht und die Transkription des Reportergens wird aktiviert.

3.5.1 Herstellung einer Hefe-Zwei-Hybrid cDNA-Bank aus Petersilie-mRNA

Da keine fur einen Hefe-Zwei-Hybrid-Screen geeignete Petersilie-cDNA-Bank verfugbar
war, wurde eine solche unter Verwendung des “HybriZAPwo-Hybrid Predigested
Vector Kit* (Stratagene) und RNA aus unbehandelten und fir 30, 60 und 120 min
elicitorbehandelten Petersiliezellen hergestellt. Die priméare Phagenbank enthiélt 3x10
unabhéngige pfu. Die PCR Analyse von 40 Phagen ergab, dal3 94% Inserts enthielten,
deren durchschnittliche Lange 1,2 kB betrug. Nach einmaliger Amplifikation der Bank
wurde unter Verwendung von Helferphagen ém&/ivo-Massenexcision vorgenommen,

um die fur den Hefe-Zwei-Hybrid-Screen bendtigte Plasmidbank herzustellen. Die
Analyse von 36 einzelnen Klonen der so erhaltenen Bank durch Restriktionsanalyse
ergab, dalR 91% der Plasmide Inserts mit einer durchschnittichen Grél3e von 1,1 kb
enthielten.

3.5.2 Hefe-Zwei-Hybrid-Screen mitMPK1

Zum Zeitpunkt der beschriebenen Arbeiten war ledigitiPK1 kloniert, und aufgrund

der Immunprézipitationsexperimente mit dem M7-Antiserum wurde angenommen, dal3
diese Kinase elicitorresponsiv ist. Deshalb wurde ein Hefe-Zwei-Hybrid-Screen mit
MPK1 durchgefuihrt. Dazu wurde das Konstrukt pBD-HA.M1 hergestellt, das fir ein
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MPKZ1-Hybridprotein kodiert, dessen N-Terminus von der DNA-bindenden Domaéane
des GAL4 gebildet wird und am C-Terminus ein HA-Epitop besitzt. Zum Screenen
wurde der Reporterhefestamm PJ69-4A verwendet, der die Report&D&a HIS3

und lacZ unter Kontrolle der GAL4-bindenden Promtoren d&AL2, GAL1- und
GAL7-Gene enthalt (Jame= al, 1996). ADE2 und HIS3 erlauben eine Selektion auf
Adenin- bzw. Histidin-Auxotrophie auf SD-Ade- bzw SD-His-Agar. Die lacZ-
Expression laRt sich mit X-Gal-Platten oder eindmVitro Aktivitdtsnachweis
detektieren.

3.5.2.1 Kontrollen zur Eignung des pBD-HA.M1-Konstrukts fur einen Hefe-Zwei-
Hybrid Screen

Um die Eignung des MPK21-Hybridproteins fur einen Hefe-Zwei-Hybrid-Screen zu
uberprufen, wurden PJ69-4A-Zellen mit pBD-HA.M1 und dem Kontrollplasmid pSVv40
kotransformiert. Dieses Plasmid kodiert fiir ein Fusionsprotein aus dem grof3en SV40 T-
Antigen und der transaktivierenden Doméane von Gal4 (Céieal, 1991), von dem
angenommen wurde, dal’ es nicht mit dem MPKZ1-Hybridprotein interagiert. Als weitere
Kontrollen wurden Kotransformationen von pSV40 und pLamin C oder p53 verwendet,
die fur ein Fusionsprotein aus der DNA-bindenden Doméane des Gal4 und Lamin C bzw.
p53 kodieren (lwabuchet al, 1993; Bartelet al, 1993b). Da p53 mit dem SV40-
Antigen interagiert, nicht aber mit Lamin C, fuhrt die Kombination p53-pSV40 zu
Reportergenexpression, nicht aber die Kombination pLamin C-pSV40 .

Lediglich die positive Kontrolle, die die Konstrukte fur die interagierenden SV40-
Antigen- und P53-Hybridproteine enthielt, zeigte Reportergenexpression (Tab. 14). In
der negativen Kontrolle (pLamin C-pSV40) und in der Kombination pBD-HA.M1-
pSV40 wurde keine Reportergenexpression gefunden.

Tab. 14: Kontrolltransformationen zur Untersuchung der Eignung des pBD-
HA.M1-Konstrukts fur einen Zwei-Hybrid-Screen.
Prey-Konstrukt ~ Bait-Konstrukt ~ SD-His SD-Ade’ X-Gaf  Interaktion

pLamin C pSVv40 - - w nein
p53 pSV40 + + b ja
pBD-HA.M1 pSV40 - - w nein

! Kein Wachstum (-) oder Wachstum (+) auf SD-His- bzw. SD-Ade-Agar.
2 Farblose (w) oder blaue (b) Kolonien auf X-Gal-Agar.

Um nachzuweisen, dal3 das MPK1:HA-Hybridprotein in transformierten Hefezellen auch
tatsachlich exprimiert wird, wurden von PJ69-4A é#sfilen, die p53- oder pBD-
HA.M1-Plasmid enthielten, Proteinextrakte hergestellt, und diese mit Hilfe von HA-
Antikdrpern in Westernblots untersucht. Nur bei den Extrakten derjenigen Hefezellen,
die pBD-HA.M1 enthielten, war bei 64 kDa, der Gr63e des MPK1:HA-Hybriproteins,
ein Signal sichtbar (Abb. 19).
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Abb.19: Westernblot mit HA-Antikbrpern zum Nachweis dédPK1:HA-Hybridproteins in
Hefeextrakten.

Westernblots wurden unter Verwendung von Gesamtproteinextrakt (20 pg/Spur) von Hefezellen, die das
Plasmid pBD-HA.M1 oder p53 enthielten, hergestellt und mit HA-Antikérpern analysiert.

3.5.2.2 Ergebnis des Screens

Es wurden 2 Screens durchgefiihrt, in denen jeweils *1@t@nartransformanden
analysiert wurden. Dabei wurden 25 Klone isoliert, von denen nach der zweiten
Selektionsrunde 2 positive verblieben. Diese beiden cDNA-Klone, digHdlsind 2H4
bezeichnet wurden, interagierten im Hefe-Zwei-Hybrid-System spezifisch mit MPK1,
nicht aber mit Lamin C oder p53 (Tab. 15).

Tab. 15: Reportergenaktivierung durch die cONA-Klone 2H1 und 2H4
Prey-Konstrukt ~ Bait-Konstrukt ~ SD-His SD-Ade  X-Gaf

pLamin C p2H1 - - w
p53 p2H1 - - w
pBD-HA.M1 p2H1 + + b
pLamin C p2H4 - - w
p53 p2H4 - - w
pBD-HA.M1 p2H4 + + b

! Kein Wachstum (-) oder Wachstum (+) auf SD-His- bzw SD-Ade-Agar
2 Farblose (w) oder blaue (b) Kolonien auf X-Gal-Agar.
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3.5.2.3 Analyse der Sequenzen der Klor&H1 und 2H4

Die DNA-Sequenz der beiden positiven cDNA-Klone wurde durch automatische DNA-
Sequenzierung bestimmt (Anhang 9 und 10). Die cDNA des Klblisist 745 bp lang

und enthalt als gré3ten offenen Leserahmen eine Sequenz von 555 bp, die das gleiche
Leseraster wie die stromaufwarts gelegene Gal4-Sequenz besitzt und in Fusion mit dieser
ist. Sequenzvergleiche mit Datenbanken und Motivanalysen der abgeleiteten
Aminosauresequenz ergaben keine Hinweise auf eine maogliche Funktion des Gens.
Allerdings wurde zwischen den Aminosduren 66-83 ein putatives zweigeteiltes
Kernlokalisierungssignal identifiziert.

Die cDNA des Klons2H4 ist 749 bp lang und enthalt als grél3ten offenen Leserahmen
eine Sequenz von 561 bp, die das gleiche Leseraster wie die stromaufwarts gelegene
GAl4-Sequenz besitzt und in Fusion mit dieser ist. Vergleiche der abgeleiteten
Aminosauresequenz  mit  Datenbanksequenzen zeigten, dal? es in allen
Organisationsformen stark konservierte Homologe 2t¢4-Gens gibt (Abb. 20). Eine
Funktion fur diese Gene ist allerdings nicht bekannt. Auch konnten in der abgeleiteten
2H4-Aminosauresequenz oder den Sequenzen der Homologen keine Sequenzmotive
identifiziert werden, die einen Hinweis auf eine mdgliche Funktion erlaubten. Aus dem
Vergleich mit der hochhomologen Arabidopsis-Sequenz liel3 sich der Schluf3 ableiten,
dalR wahrscheinlich anndhernd der gesamte kodierende Berei2h4etRNA in dem
isolierten Klon enthalten ist - es fehlen vermutlich lediglich ca. 20 Basen am 5-Ende.

2H4.AMI 1 KLGRSTNS-- ----A-PI LK IQ RGDITFWF VDASSEDAI-- ------- VNP 50
ATHAL.AMI 1 MASGDECVE NLSDS-SLLK ILK GDITKWS \DSSSDAIFD LGSLFRCVNP 50

CELEG.AMI 1 MAAAIISEIK VAKNVLGRIS VWD GDITK-- --L.  SVDAI-- ------- VNA 50
ECOLI.AMI 1 MKT-RIH VV- ----meeem Q GDITK-- --LA VD\I-- ------- VNA 50

REUTR.AMI 1 MSGEHLVV- -----mono- | H GDITR-- --ME  VDAI-- ------- VNA 50

PHORIKOS.AMI 1 M--eemmee oeene| ITMF K IVRGDITKFR ----AE  Al-- ------- VNA 50
60 70 80 90 100

2H4.AMI 51 ANERNLGGGG /DGAIHRAAGP-E--- LRES CYSVPEVRIG VRCPTGEAI? 100

ATHAL.AMI 51 ANERNLGGGG /DGAIHRAAGP-Q--- LRAA CYEVPEVRG VRCPTGEAI? 100

CELEG.AMI 51 ANSRLAGGGGVDGAIHRAAG RKQ---LCEE C----Q QYIG -- CA\GIAVI 100

ECOLI.AMI 51 ANPS{LNGGGGVDGAIHRAAGP-A--- LLDA CLKVR(QCGD -- CPTGIAVI 100

REUTR.AMI 51 ANS(LLGGGGVDGAIHCACG S-A---IK  EA CRAIRDT(GG -- CPTGEAVI 100

PHORIKOS.AMI 51 ANK\LEFGGGVAYAIAKAAS GDVSEYRIS KE EMRFQLGK DWIEFGE\VV 100
110 120 130 140 150

2H4.AMI 101 TPGFFL- P-- ASH/IHTVGP -I Y-DVDENP AASLRGSYRN SLHVAKLNN 150

ATHAL.AMI 101 TPGINL-P-- ASFVIHTVGP -I Y-DSDWP QESLTNSYKN SLRVAKENNMN 150

CELEG.AMI 101 TSGININH--1  KKITHTVGP QVYGNVTDER ENLVACYRT SLDIAI ENGM 150

ECOLI.AMI 101 TLAGIL- P--  AKAVVHTVGP -VWRGCQNE DQILQLAYLN SLRLVAINSY 150

REUTR.AMI 101 TTGGIL- P--  AFYVIHAVGP - VWQCDQGEDELLANAYRNSI RLAAQHHL 150

PHORIKOS.AMI 101 TPPMILKENG VKYVIHTVGP YC(GVWSKDK EKLKLAILG A LKKACELGV 150
160 170 180 190 200

2H4.AMI 151 KFIAFPAISC G\YGYPYEA ATLAISTVKE YANGLNEV-H FVLFEE---- 200

ATHAL.AMI 151 KYIAFPAISC GIYGYPIDEA AAIGISTI KQ FSTDFKEV-K ISFS CL---- 200

CELEG.AMI 151 KSIAFCCIST G\YGYPIDLA AKTVTNFLE Y LEKNDTIER IVL VTFLDID 200

ECOLI.AMI 151 T SVAFPAIST G\YGYPRAA AEIAVKTVSE FI TRHALFEQ VYFVCY--- D 200

REUTR.AMI 151 RRL AFPNST GIYAFPREFA ALCIAIAA VFE A LAAAFEI EQ VTFVCF--- D 200

PHORIKOS.AMI 151 KSIAFPAISA GIYG(PLKEV VRTFKEWKE FLKVANFVKE VYLVLY---S 200
210 220 230 240 250

2H4.AMI 201 ----SV YNVWLSKANELLQT * 250

ATHAL.AMI 201 ----DCCTS R*

CELEG.AMI 201N EFYNKYFGD YAASKDQSIA *......... e e 250

ECOLI.AMI 201 EENAILY-ER LLTQQGDE*. .......... vooeiies e 250

REUTR.AMI 201D ENYFLYRER LS*....... ... . 250

PHORIKOS.AMI 201 ERLYKLALET IGLGDNDESR *......... oot i 250

Abb. 20: Vergleich der abgeleiteten Aminoséduresequenz des cDNA-Klonsm2HBlomologen aus
verschiedenen Organismen.

Das Alignment wurde mit dem ProgramiNASIS erstdt. Unterlegte Bereiche symbolisieren
identische Aminoséuren, Striche symbolisieren Licken. Die mit Hilfe einer “blast“-Suche identifizierten
Homologen haben die folgenden Genbank-Zugangsnummern: ATHAL Aaalsidopsis thaliana
AAB87596, CELEG augfaenorhabditis elegan6AA97408, ECOLI augscherichia coliAAC74129,
REUTR ausRalstoniaeutrophal39569, PHORIKOS auByrococcus horikoshBAA30621.
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3.6 Transiente Uberexpression voiMPK1, 2, 3 und 4 in
Petersilieprotoplasten

Um die Funktion der MAPKSs in der Elicitorsignaltransduktion und der Aktivierung von
Abwehrgenen zu charakterisieren, war es von zentraler Bedeutung, in lessof-
functionAnsatz die Signaltransduktion an der Stelle der MAPK-Aktivierung zu
unterbrechen. Das Petersiliesystem ist jedoch einer genetischen Bearbeitung
unzuganglich, und anders als z. B. in Arabidopsis ist es unmoglich, Insertionsmutanten
fur interessierende Gene zu isolieren. Ein “Anitsense“-Ansatz in stabil transformierten
Zellkulturen ist aufgrund der hohen Homologie zwischen den einzelnen Petersilie-MAPK
sehr unspezifisch. Ein grof3er Vorteil des Petersiliesystems ist jedoch, dal3 die
Petersiliezellen auch nach Protoplastierung elicitorresponsiv sind und die Protoplasten
sich durch Elektroporation oder PEG/Geermittelten DNA-Transfer transient
transformieren lassen. Dies ist in der Vergangenheit vor allem fur die detaillierte Analyse
von elicitor- und lichtresponsiven Promotoren und Transkriptionsfaktoren genutzt
worden (Schulze-Lefferet al, 1989; van de Lécht, 1990; Weisshadral, 1991; da

Cost e Silveet al, 1993; Feldbrugget al, 1994; Korfhageet al, 1994; Rushtort al,

1996).

Die Moglichkeiten des Petersilieprotoplastensystems wurden genutzt, indem in
Kotransformationsexperimenten der EinfluR der Uberexpression aktiver und inaktiver
MAPK-Konstrukte auf die Aktivierung elicitorresponsiver Promotorfragmente der
Petersiliegend’R1.1(Rushtonet al, 1996) undPR2 (van de Lécht, 1990) untersucht
wurde. Derartige Experimente mit dominant negativ interferierenden Mutanten von
MAPK-Kaskadekomponenten haben vor allem in Hefe und in S&ugerzellkulturen
wichtige Aufschliisse Uber die MAPK-Kaskaden geliefert (Cowlegl, 1994; Mansour

et al, 1994; Madhanret al, 1997).

3.6.1 Konstrukte zur Uberexpression aktiver und inaktiver MAPK-Varianten

Fir diese Uberexpressionsversuche wurden durch Punktmutagenese folgende MAPK-
Varianten geschaffen (Tab. 16):

1. Durch Austausch eines Lysins gegen ein Arginin in der ATP-Bindungstasche in
Subdomaéne 1l wurde eine kinaseinaktive Version hergestellt (Rodtoais 1993).

2. Durch Austausch eines Tyrosins gegen ein Phenylalanin auf der Aktivierungsschleife
wurden nicht aktivierbare Formen hergestellt (Robbtral, 1993).

3. Durch Austausch eines Aspartats gegen ein Asparagin im C-Terminus wurden
Kinasen mit voraussichtlich stark reduzierter Affinitat zu MPK3-ahnlichen
Phosphatasen hergestellt. Diese Varianten bleiben nach Phosporylierung langer aktiv,
da die Dephosphorylierung und damit die Deaktivierung drastisch verzogert ist
(Brunneret al, 1994; Campst al, 1998).

Die offenen Leserahmen der unmodifizierten und modifizierten Kinasen wurden in die
pflanzlichen Expressionsvektoren pBT4 (Feldbriiggel, 1994) oder pRT100 (Topfer
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et al, 1987) kloniert, die beide den CaMV-35S-Promotor tragen, der eine starke
konstitutive Expression in Pflanzen vermittelt.

Tab. 16: MAPK-Konstrukte fiir die transiente Uberexpression

Kinase Mutation Plasmid-Bezeichnung Bemerkung
MPK1 - pBTM1.1 alle mit
K72R pBTM1.2 C-terminalem
D337N pBTM1.3 HA-Epitop
MPK2 - pBTM2.1
Y198F pBTM2.2 -
D336N pBTM2.3
MPK3 - pBTM3.1
Y214F pBTM3.2 -
D348N pBTM3.3
MPK4 - pRT4.1 -
Y200F pRT4.2

3.6.2 Akkumulation von MPK1:HA in transient transformierten
Petersilieprotoplasten

In Vorversuchen sollte sichergestellt werden, ob und mit welchem Zeitverlauf die
MAPKSs in den transformierten Protoplasten akkumulieren. Da angenommen wurde, daf3
nur 10-20% der Protoplasten transformiert werden, war es wiinschenswert, selektiv das
Produkt des Transgens nachweisen zu kdnnen. Deshalb wurde pBTM1.1 so konstruiert,
dal3 das entstehende MPK1 C-terminal mit einem HA-Epitop fusioniert und somit mit
monoklonalen HA-Antikbrpern immunologisch nachweisbar war. Die anderen
Konstrukte wurden ohne HA-Epitop kloniert, um die Struktur der Kinasen und damit
ihre Funktion moglichst wenig zu modifizieren.

Protoplasten wurden in der Folge mit pBTM1.1 oder pRT-100 transformiert und zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Transformation geerntet. Daraus hergestellte
Proteinextrakte wurden auf Westernblots mit HA-Antikbrpern analysiert. In
untransformierten Protoplasten, in pRT100-transformierten Protoplasten und bis zu 4 h
nach Transformation mit pBTM1.1 war kein MPK1:HA nachweisbar (Abb. 21). Erst 8 h
nach Transformation war eine starke Bande bei 44 kDa sichtbar, was auf das Vorliegen
signifikanter Mengen von MPK1 schlie3en lie3. Bis zu 48 h nach Transformation nahm
die Proteinmenge leicht zu.
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PBTMT.1 PRT-LUC
1 2 4 8 24 48 24 [n]
kY 0 ‘?**.Jc':! s il
45 kDa " ———

Abb. 21: Kinetik der Akkumulation voMPK1:HA in pBTM1.1-transformierten Petdisprotoplasten.
Petersilieprotoplasten wurden mit pBTM1.1 oder pRT-LUC transformiert und zu den angegebenen
Zeitpunkten nach der Transformation geerntet. Daraus hergestellter Proteingesamtextrakt (10 pg/ Spur)
wurde mittels SDS/PAGE aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert umidl monoklonalen HA-
Antikdrpern analysiert.

3.6.3 Kotransformationsexperimente mit MAPK-Varianten

In den daraufhin durchgefuhrten Kotransformationsexperimenten wurden durch
PEG/C&"-Transformation die verschiedenen MAPK-Effektorkonstrukte zusammen mit
einem Reporterplasmid und einem Normierungsplasmid in die Protoplasten
kotransformiert (Abb. 22). In den Kontrollen wurde leerer pRT100-Vektor mit
Reporter- und Normierungskonstrukt kotransformiert. Als Reporterkonstrukte wurden
die Plasmide PR1.1-GUS oder PR2-GUS benutzt, die die elicitorresponsiven
Promotorbereiche der Petersiiengene PR1.1 bzw PR2 vor dem Reportergen [3-
Glucuronidase (GUS) tragen (van de Locht, 1990; Rushton, 1996). Zur Normierung der
GUS-Reportergenaktivitdt wurde das Normierungsplasmid pRT-LUC benutzt, das fur
die “Firefly“-Luziferase (LUC) kodiert und den konstitutiven CaMV-35S-Promotor
tragt. Die einzelnen Transformationsansatze wurden geteilt und nach 8 h entweder mit
Wasser oder mit Elicitor versetzt. 14 h nach Beginn der Elicitorbehandlung wurden die
Protoplasten geerntet und in daraus hergestellten Proteinextrakten die GUS- und LUC-
Aktivitat bestimmt. In den einzelnen Experimenten wurden fur jedes Konstrukt vier oder
funf parallele Transformationen durchgefihrt und die erhaltenen normierten GUS-
Aktivitaten gemittelt.

Kotransformation der Protoplasten Effektorplasmid: MPK-Konstrukte in pBT4
oder pRTT100

Reportemplasmid: PR1-GUS oder PR2-GUS
8 h Normierungsplasmid: pRT-LUC

+ HQO +Pep25

14 n

Emten der Protoplasten

GUS- und LUC-Aktivitatsbestimmung

Abb. 22:Schema zum Aufbau der Uberexpressionsexperimente.
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Wie erwartet, wurde in den Kontrollen bei Verwendung von PR1.1-GUS und PR2-GUS
nach Elicitierung ein starker Anstieg der GUS-Aktivitat gefunden. Im Vergleich zu den
nicht elicitierten Proben stieg die normierte GUS-Aktivitéat in den elicitierten Proben bei
Benutzung von PR1.1-GUS um das 5-10fache an, bei Benutzung von PR2-GUS um das
15-25fache (Abb23). Dabei ist anzumerken, dafl} die Variabilitdt zwischen einzelnen
Experimenten besonders in Bezug auf die Absolutwerte der gemessenen GUS- und
LUC-Aktivitdten betrachtlich war. Auch der EinfluR der Uberexpression einzelner
Konstrukte auf die Reportergenaktivierung variierte z. T. stark zwischen den
verschiedenen Experimenten. Allgemeine Aussagen basieren deshalb auf dem Vergleich
mehrerer Einzelexperimente.

Uberexpression von MPK3 und MPK3" (der unmodifizierten und der nicht
aktivierbaren Form von MPK3) hatte nur einen geringen Einflu auf die GUS-AKktivitat
in den nicht elicitierten Proben - der elicitierungsbedingte Anstieg der
Reportergenaktivitat wurde jedoch stark reduziert (Abb. 23). So wurde die GUS-
Aktivitdt in den elicitierten Proben im Vergleich zu den Kontrollen durch MPK3-
Uberexpression um das 2-3fache verringert, durch MBR30berexpression um das 4-
6fache. Im Gegensatz dazu wurde die Elicitorresponsivitat der Protoplasten durch
MPK3P***".Uberexpression nicht beeintrachtigt. Nach Elicitierung wurde in den
MPK3P***" {iberexpremierenden Protoplasten genau so hohe GUS-Aktivitat gefunden
wie in den elicitierten Kontrollen. Damit war die Elicitorresponsivitat in Protoplasten, die
MPK3”***\.iberexprimierten um ein Vielfaches gréRer als in den MPK3- und
MPK3"*“*uiberexprimierenden Proben.

A B

110 120+

90+

GUS-AkKtivitart [%]
GUS-AkKtivitart [%]

ﬁ ﬁ = ﬁﬁﬁ

Elicitor - + - + - + = + Elicitor - + + + - +

Konstrukt wt Y214F D348N Konstrukt wt Y214F D348N
C MPK3 C MPK3

Abb. 23: EinfluR UberexprimierteviPK3, MPK3"%**F und MPK®3**" auf die Aktivierung dePR1.1-

(A) und PR2Promotorfragmente (B) durch Elicitierung.

Petersilieprotoplasten wurden mit dem Normierungsplasmid RT100, einem Effektorplasmid (pBTM1.1,
2 oder 3) und dem Reporterplasmid PR1.1-GUS (A) oder PR2-GUS (B) cotransformiert. Die ermittelte
GUS-Aktivitat wurde durch die LUC-Aktivitat geteilt und, da fur jedes Effektorkonstrukt 4-5 parallele
Transformationen durchgefiihrt wurden, der Mittelwert und die Standartabweichung aus den Parallelen
gebildet. Die normierte GUS-Aktivitat der elicitorbehandelten Kontrolle wurde gleich 100 gesetzt.
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Auch die Uberexpression von MPK1, MPKF, MPK2 und MPK2'®F fiihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Reportergenaktivitat in den elicitierten Proben (Abb. 24).
Diese Verringerung war jedoch deutlich geringer als bei Uberexpression der
entsprechenden MPK3-Varianten. Dies gilt besonders im Vergleich der inaktiven
Versionen. MPKZ**~-Uberexpression reduzierte die Reportergenaktivierung um das 4-
6fache, wahrend MPKT®- und MPK2™*®*.Uberexpression nur eine 2-3fache
Reduktion bewirkten. Dahingegen hatte die Uberexpression von RiBK1lund
MPK2P**N  keinen  negativen  EinfluR  auf die elicitierungsbedingte
Reportergenaktivierung. Ebenso wie bei MPR3-Uberexpression entsprachen bei
MPK1°#™ und MPK2**".Uberexpression die GUS-Aktivitaten in den elicitierten
Proben denjenigen in den elicitorbehandelten Kontrollen (nicht gezeigt). Auch die
Uberexpression von MPK4 und MPK& reduzierte im Vergleich zu den Kontrollen
die Reportergenexpression nach Elicitierung nicht signifikant.
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0 1117 S L
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wt Y200F wt R72K wt  Y198F wt Y214F
Konstrukt C MPK4 MPK1 MPK2 MPK3 Konstrukt c MPK4 MPK 1 MPK2 MPK3

Abb. 24: Auswirkung der Uberexpression unmodifizierter und inaktinAPKs auf die
Reportergenaktivierung in den Kotransformationsexperimenten mit PR1.1-GUS (A) und PR2-GUS (B).
In Kotransformationsexperimenten mit PR1.1-GUS (A) oder PR2-GUS (B) als Reporterplasmid wurden
die Effektorplasmide pBTM1.1 und 2, pBTM2.1 und 2, pBTM3.1 und 2 und pBTM4.1 und 2 getestet
(Durchfuhrung und Auswertung wie in Abb. 23).

55



Ergebnisse

3.6.4 Uberexpression einer konstitutiv aktiven Variante der humanen MEK1

Weil keine konstitutiv aktiven Formen der MAPKs durch Punktmutationen oder
Deletionen generiert werden kénnen (Cobb und Goldsmith, 1995; Canagetrajhh
1997) und da die fur die Aktivierung der einzelnen Pflanzen-MAPKs verantwortlichen
MKKs oder MKKKs nicht bekannt sind, wurde eine konstitutiv aktive Form der
humanen MKK MEK1 (Mansouet al, 1994) in das Plasmid pRT100 kloniert. Dieses
Konstrukt wurde alleine oder gemeinsam mit pBTM3.1 oder pBTM3.2 im transienten
System getestet. Weder alleine noch in Kombination mit MPK3-Uberexpression loste die
Uberexpression der konstitutiv aktiven MEK1 elicitorunabhéngige Aktivierung der GUS-
Expression oder Phytoalexinproduktion in den Protoplasten aus (nicht gezeigt).
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4 Diskussion

Proteinphosphorylierungen und -dephosphorylierungen sind zentrale Mechanismen in der
eukaryotischen Signaltransduktion. In Pilz- und Tiersystemen ist gezeigt worden, dal3 die
daran beteiligten Proteinkinasen wichtige Regulatoren in den meisten Adaptations- und
Entwicklungsprozessen sind. In vielen Signalwegen sind die entsprechenden Kinasen
kloniert und pharmakologisch, biochemisch und genetisch eingehend charakterisiert
worden.

In Pflanzen ist die Situation grundlegend anders. Zwar wird davon ausgegangen, dal3 wie
in anderen Eukaryoten ca. 2% der pflanzlichen Gene fir Proteinkinasen kodieren (Stone
und Walker, 1995; Hunter und Plowman, 1997), abgesehen von einigen gut untersuchten
Vertretern ist Uber sie jedoch wenig bekannt. Mittlerweile ist eine Vielzahl von
pflanzlichen Proteinkinasen kloniert worden, doch die Signalwege, in denen sie wirken,
und ihre Regulatoren und Substrate missen vielfach erst noch identifiziert werden. Es ist
allerdings deutlich, daf’ die Proteinkinasen auch in Pflanzen wichtige Regulatoren in fast
allen Lebensprozessen sind, z. B. der Regulation des Primar- und Sekundarstoffwechsels,
der Zellzyklusregulation, der vegetativen Entwicklung und der Licht- und
Stressignaltransduktion (Martiet al, 1993; Kieberet al, 1993; Stone und Walker,
1995; Clarket al,, 1997; MacKintosh, 1998; Lest al, 1999; Frankhauset al,, 1999)

4.1 Die Aktivierung von MAPKSs in der pflanzlichen
Pathogenabwehr

In der vorliegenden Arbeit konnte mit dem Nachweis elicitorresponsiver MAPKS in
Petersilie zum ersten Mal dieezeptorvermittelte Aktivierung pflanzlicher MAPKs
gezeigt werden. Westernblots mit anti-ACTIVEMAPK-Antikérpern und In-Gel-
MBP-Kinase-Versuche zeigten Ubereinstimmend die schnelle und transiente Aktivierung
von 3 MAPKs der Grof3en 40, 44 und 46 kDa in elicitorbehandelten Petersiliezellen.
Wahrend in anderen pflanzlichen Zellsuspensionskulturen die Grundaktivitdt einzelner
MAPKs aufgrund der durch das Schitteln verursachten mechanischen Reizung
vergleichsweise hoch ist (Boget al, 1996), war in den unbehandelten Pdliezellen

keine MAPK-Aktivitdt nachweisbar. Die posttranslationale Modifikation der Kinasen
durch Phosphorylierung des TEY-Motifs auf der MAPK-Aktivierunsschleife erfolgte
innerhalb von 5 min nach Elicitorzugabe und ging mit der Aktivierung der
Enzymaktivitdt einher. Das Aktivitatsmaximum wurde 5-10 min nach Elicitierung
erreicht, danach setzte die Deaktivierung und Dephosphorylierung der Kinasen ein. Die
Aktivierung der 40- und der 46-kDa-Kinase hielt jedoch auf niedrigerem Niveau flr
einige Stunden an, wéahrend die 44-kDa-Kinase bereits nach 30 min vollstandig
inaktiviert war.

Das Muster der elicitorinduzierten MAPK-Aktivierung in Petersilie gleicht demjenigen,

das nach Elicitierung von Tabakzellsuspensionskulturen gefunden w@te.
exprimierende Tabakzellen, die mit avr9 behandelt wurden, und Tabakzellen, die mit
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einer Zellwandpréparation voRhytophthora parasiticaelicitiert wurden, zeigten
ubereinstimmend die schnelle und transiente Aktivierung einer 44-und einer 48-kDa
MAPK (Zhanget al,, 1998; Romeigt al, 1999). Durchmmunologische Studien konnte
gezeigt werden, dal3 es sich bei der 48-kDa-MAPK um SIPK (salicylate-induced protein
kinase) und bei der 44-kDa-MAPK um WIPK (wound-induced protein kinase) handelte
(Zzhanget al, 1998; Romeist al, 1999). Auch hier wurde die 48-kDa-MAPK viel
starker aktiviert und zeigte bis zu 4 h nach Elicitorzugabe eine erhdhte Aktivitéat,
wahrend die 44-kDa-MAPK eine geringere Aktivitat hatte und schneller deaktiviert
wurde (Zhanget al, 1998; Romeist al, 1999). Ein vergleichbares Induktionsmuster
wurde auch in Tabakpflanzen nach Infiltration der Blatter mit den gleichen Elicitoren
gefunden (Zhangt al, 1998, Romei®t al, 1999). In diesen Infiltrationsexperimenten
war neben der lang anhaltenden Aktivierung, die auf die Elicitoren zurtickzufiihren ist,
jedoch auch eine viel transientere, nur einige Minuten andauernde Wundaktivierung der
gleichen Kinasen zu beobachten (Zhang und Klessig, 1998a; Remals 1999).
Offensichtlich sind die 44- und die 48-kDa-MAPK auch durch Verwundung induzierbar,
sie werden jedoch innerhalb von 15-30 min vollstandig deaktiviert (Usiaal, 1995;
Zhang und Klessig, 1998a; Romeisal, 1999; Secet al, 1999). Verschiedene Autoren
berichten allerdings, dal? sie nach Verwundung jeweils nur eine der beiden Kinasen
(WIPK oder SIPK) detektieren konnten (Usashial, 1995; Secet al, 1995; Klessig

und Zhu, 1998a; Seet al, 1999). Vermutlich ist dies auf die unterschiedlichen
experimentellen Bedingungen bei den Proteinextraktionen, den In-Gel-MBP-
Kinaseversuchen und den Immunprazipitations-Kinaseexperimenten zurickzufuhren.
Denn in Tabak (Romeigt al, 1999) und Medikago (W. Ligterink und H. Hirt,
personliche Mitteilung) wurde unter geeigneten Bedingungen die transiente
Wundaktivierung der 44- und der 48-kDa-MAPK gefunden.

Auch nach Infektion von Tabakpflanzen mit Tabak-Mosaik-Virus (TMV) wird &ne
Gen-abhangige Aktivierung der 44- und der 48-kDa-MAPKs gefunden (Zhang und
Klessig, 1998b). Abgesehen von einer verzégerten Kinetik unterscheidet sich die
Aktivierung der Kinasen dadurch, dal3 die posttranslationale Aktivierung der 44-kDa-
WIPK durch Phosphorylierung durch ihre transkriptionelle Aktivierung und die
Akkumulation des Proteins begleitet wird. In unbehandelten Tabakpflanzen wurde von
den Autoren kein WIPK-Protein detektiert (Zhang und Klessig, 1998b). Dies steht in
gewisser Diskrepanz zu anderen Arbeiten (Romessl, 1999; Secet al, 1999). Hier
wurde auch in unbehandelten Tabakpflanzen WIPK-Protein nachgewiesen; nach
Elicitierung und Verwundung blieb das Protein-Niveau konstant.

Die Aktivierung einer 40-kDa-MAPK wird in den besprochenen Elicitor- oder
Wundexperimenten nicht beschrieben, was vermutlich an der geringen Aktivitat dieser
Kinase im In-Gel-Nachweis liegt. Interessanterweise wird jedoch nach Behandlung von
Tabakzellen mit Elicitinen, die aul3er der Aktivierung von Abwehrantworten auch Zelltod
auslosen, neben der 44- und der 48-kDa-Kinase auch eine 40-kDa-MBP-Kinase aktiviert
(Zzhang et al, 1998). Die Aktivierungskinetik der MAPKs nach Elicitinbehandlung
unterscheidet sich grundsatzlich von der, die in den anderen Elicitorexperimenten
gefunden wurde. Die 48-kDa-MAPK wird innerhalb von 5 min aktiviert und diese
Aktivitdt bleibt bis zum Einsetzen des Zelitods nach ca. 4 h konstant hoch. Die
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Aktivierung der 40- und der 44-kDa-Kinase erfolgt verzdgert. Erst nach 15-60 min sind
diese Kinaseaktivitaten nachweisbar und ihre Aktivitat nimmt bis zum Einsetzen des
Zelltods zu (Zhangt al, 1998).

Wahrend sich die Aktivierungsprofile der 44- und 46-kDa-MAPK in den In-Gel- und den
Westernblot-Versuchen entsprechen, fallt bei der 40-kDa-MAPK der Unterschied
zwischen der geringen Aktivitat im In-Gel-Versuch und den deutlichen Signalen im
Westernblot auf. Da auch bei Verwendung von Extrakten, die unter denaturierenden
Bedingungen erhalten wurden, ein ebenso starkes Signal in den Westernblots gefunden
wurde, ist auszuschlie3en, dal’3 es sich bei der 40-kDa-Bande um ein nach der Extraktion
entstandenes, wenig kinaseaktives Abbauprodukt einer elicitorresponsiven MAPK
handelt. Obwohl die Kinase offensichtlich das TEY-Motiv enthélt, deutet die geringe
Aktivitat in den In-Gel-Versuchen darauf hin, dal® sie nicht so effizient renaturiert oder
das MBP schlechter als Substrat akzeptiert. Ein weiterer Unterschied zu den bisher
charakterisierten MAPKs aus Pflanzen ist die geringe Gro3e, die mindestens 2 kDa unter
derjenigen der bisher klonierten oder detektierten pflanzlichen MAPKSs liegt (8baak

1998). Mdoglicherweise handelt es sich bei der 40-kDa-MAPK deshalb um einen
Vertreter einer neuen Unterfamilie pflanzlicher MAPKs. Auch in Hefen und in Tieren
wurden verschiedene  MAPK-Unterfamilien mit  deutlich  unterschiedlichen
Substratspezifitaten gefunden (Cano und Mahadevan, 1995; @usalin1998). Neben

den zuerst identifizierten ERKs (extracellular signal-regulated kinase), denen die bisher
klonierten pflanzlichen MAPKs am starksten gleichen, existieren in Sdugern die p38- und
die JUN-(c-JUN N-terminal-protein) Kinaseunterfamilie (Leetsal, 1998), die anstelle

des Glutamats im TEY-Motiv ein Glycin bzw. ein Prolin besitzen. Obwohl bisher keine
pflanzlichen p38- oder JNK-Homologe beschrieben wurden, deuten die Westernblot-
Experimente auf das Vorkommen zusatzlicher MAPK-Unterfamilien in Pflanzen hin.

Die unterschiedlichen Aktivierungsprofile der MAPKs nach den verschiedenen Stimuli
(verschiedene Elicitoren, Verwundung, Infektion) lassen vermuten, daf} fir die
Signalspezifitat der pflanzlichen MAPK-Kaskaden nicht nur entscheidend ist, welche
verschiedenen MAPK-Isoformen aktiviert werden, sondern auch wie lange ihre
Aktivierung andauert. Denn vor allem wenn einzelne Signalkomponenten in
verschiedenen Signalwegen aktiviert werden, kann ihr zeitliches Aktivierungsprofil
Signalspezifitat vermitteln und die Antwort des Systems determinieren. Die Bedeutung
der Dauer der MAPK-Aktivierung fur die Antwort einer Zelle auf einen gegebenen
Stimulus wurde vor allem durch Arbeiten Uber die ERK1/2-Kinase in menschlichen
Zellkulturen deutlich (Marshall, 1995; Cobb, 1999). So ist in der neuronalemeZe12

eine langandauernde Aktivierung von ERK1/2 notwendig und hinreichend fur die
Ausldsung eines Differenzierungsprozesses und einen Arrest im Zellzyklus, wahrend eine
transiente Aktivierung der ERKs zu Zellproliferation fuhrt (Traveeteal, 1992;
Heasley und Johnson, 1992; Cowdgyal, 1994; Traverset al, 1994). Wahrscheinlich
bestimmt das ERK2-Aktivierungsprofil, wie effizient und langanhaltend einzelne
Transkriptionsfaktoren  aktiviert werden, die fiur die Auslésung des
Differenzierungsprozesses benétigt werden (Marshall, 1995).
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Uber den ProzelR, der zur Deaktivierung der elicitorresponsiven MAPKs in Petersilie
fuhrt, ist wenig bekannt. Die Korrelation der MAPK-AKktivitat mit der Phosphorylierung
des TEY-Motivs deutet allerdings darauf hin, dal3 die elicitorresponsiven MAPKs ebenso
wie MAPKs in Hefe- oder Saugerzellen durch spezifische Proteinphosphatasen
dephosphoryliert und inaktiviert werden (Keyse, 1998). Mdglicherweise werden diese
Phosphatasen ebenso wie in anderen Systemen transkriptionell aktiviert gi\altd

1994; Millar et al, 1995; Cooket al, 1997), denn in Medicago und Tabak wurde
gefunden, daf} fur die Deaktivierung einer wundresponsiven MAPK die Transkription
und Translation eines deaktivierenden Proteins, wahrscheinlich einer Proteinphosphatase,
notwendig ist (Usamet al, 1994; Bogreet al, 1997). In Medicago wurde zudem
gezeigt, dalR die Deaktivierung der wundresponsiven MAPK MMK4 von der
Transkription und Translation einer Proteinphosphatase 2C (MP2C) begleitet wird
(Meskieneet al, 1998). MP2C interferiert in Hefe negativ mit der MAPK-Kaskade des
Pheromonsignalwegs, und die Zugabe von rekombinantem MP2C zu Proteinextrakten
verwundeter Medicagoblatter fuhrt zur Deaktivierung der wundresponsiven MMK4
(Meskiene et al, 1998). Welche Kinasen der MMK4-Kaskade MP2€ vivo
dephosphoryliert, ist jedoch noch nicht bekannt.

4.2 Die Aktivierung der elicitorresponsiven MAPKSs ist ein
rezeptorvermittelter Prozel}

Ein zentrales Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis, dal3 die Aktivierung der
elicitorresponsiven MAPKs ein rezeptorvermittelter Prozel ist. Durch die Verwendung
aktiver und inaktiver Pepl3-Analoga konnte demonstriert werden, dal3 die MAPK-
Aktivierung durch die Bindung des Pepl3-Peptids an den plasmamembransténdigen
Pepl13-Rezeptor ausgeldst wird. Obwohl die Natur des Pep13-Rezeptors noch unbekannt
ist und die Kette von Signalschritten, die zur MAPK-Aktivierung und zur Auslésung der
anderen Elicitorantworten fuhrt, nur sehr unvollstandig charakterisiert ist, ist die
elizitorvermittelte Aktivierung der MAPKs ein eindringliches Beispiel fur die
Konservierung von Signalketten in Eukaryoten.

Vergleichbare, durch Peptidsignale aktivierte MAPK-Signalwege wurden in vielen
Organismen beschrieben. Die am besten untersuchte Signalkaskade ist der Pheromon-
Signalweg in Hefe. Nach Bindung eines Peptidpheromons an einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor wird durch wenige Signalschritte eine MAPK-Kaskade aktiviert,
an deren Ende FUS3-Aktivierung steht (Herscowitz, 1995; Gestal, 1998). Diese
MAPK modifiziert Cytoskelettkomponenten und Regulatoren der Transkription und lost
letztendlich die Fusion haploider Hefezellen aus. In Sdugern fuhrt die Bindung von
Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, bei denen es sich ebenfalls um Peptide
handelt, an Rezeptortyrosinkinasen zur Aktivierung von ERK1 und 2. Diese MAPKs
modifizieren eine Vielzahl von Substraten (z. B. Transkriptionsfaktoren aktivieren) und
l6sen so Differenzierung oder Proliferation aus (Robinson und Cobb., 1997;dteajs

1998 ; Cobb, 1999).
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4.3 Einordnung der elicitorresponsiven MAPKSs in die
Elicitorsignalkette

Die loss-of-function-und gain-of-functiorRExperimente mit A9C und Amphotericin B
zeigen deutlich, dal3 die Aktivierung der MAPKSs in der Elicitorsignalkette unterhalb des
Anstiegs der cytoplasmatischen “GHonzentration und der elicitorstimulierten
lonenflisse liegt und kausal mit diesen verknlpft ist. Welche Signalschritte zwischen den
lonenfliissen und der Aktivierung der MAPK-Kaskaden liegen, ist allerdings volkommen
unbekannt. Da die MAPKs eindeutig unterhalb der elicitorstimulierten lonenfliisse
lokalisiert sind, mussen die Angaben von Zhagal. (1998) Uber die Funktion der
MAPKs in der Elicitorsignaltransduktionskette, die aus Inhibitorexperimenten mit
Staurosporin und K252a abgeleitet worden sind, in Zweifel gezogen werden. Die
Autoren fanden, dafld Staurosporin und K252a in Tabakzellen die Aktivierung der
MAPKs, die Alkalinisierung des Kulturmediums und diRAL-Transkription nach
Elicitorbehandlung blockierten, und schlul3folgerten daraus, dal3 die MAPK-Aktivierung
notwendig fur die Protonenaufnahme und l&L-Expression ist (Zhangt al, 1998).

Da K252a und Staurosporin eine sehr frih aktivierte Kinase inhibieren, die bereits an der
Auslosung der elicitorstimulierten lonenfliisse beteiligt ist (Grosslaipal, 1990;
Conrathet al, 1991; Viardet al, 1994), ist die Inhibition der MAPK-Aktivierung als ein
sekundarer Effekt anzusehen. Folglich lassen sich aus diesen Exprerimenten keine
spezifischen Funktionen der MAPKSs in der Elicitorsignaltransduktion ableiten.

Die Beobachtung, daf3 die Inhibierung des “oxidative burst“ durch DPI die Aktivierung
der elicitorresponsiven MAPKSs nicht blockiert, wirft die Frage auf, ob die MAPKs
oberhalb des “oxidative burst* wirken oder in einem parallelen Signalweg lokalisiert sind.
Experimente in Tabakzellkulturen, in denen gezeigt wurde, dal3 der MEK1-Inhibitor PD
098059 (Alesset al, 1995) zwar die Aktivierung der MAPKS, nicht aber die Produktion
von ROS inhibiert (Romeist al, 1999), sprechen fiir eine Rolle der MAPKSs in einem
“oxidative burst“-unabhangigen Signalweg. Dal3 ein derartiger Signalweg in Petersilie
existieren muf3, wird durch die Tatsache deutlich, dal3 die Expression des
Transkriptionsfaktors WRKY1, dessen Transkript bereits 15 min nach Elicitorapplikation
detektierbar ist (Rushtort al, 1996), durch DPI nicht inhibiert wird (T. Eulgem,
personliche Mitteilung). In Zukunft wird es deshalb von besonderem Interesse sein, mit
Hilfe des Inhibitors DPI und des Effektors KQlabset al, 1997) festzustellen, welche

der elicitorresponsiven Petersiliegene durch den “oxidative burst* reguliert werden und
welche nicht. Da die momentan verfligbaren spezifischen Inhibitoren der MAPK-
Kaskade in Petersiliezellen unwirksam sind, lassen sich bezuglich der MAPKs zur Zeit
keine vergleichbaren Experimente durchfiuhren (vgl. 4.8).

4.4 Die Genfamilie der MAPKS in Petersilie

Die bisher klonierten pflanzlichen MAPK-cDNAs lassen sich aufgrund der Homologien
der abgeleiteten Aminosauresequenzen in 4 Gruppen einteilen (Mizeguahi 1997,
Jonaket al, 1999). Vermutlich spiegelt die Zugehdrigkeit zur gleichen Gruppe gleiche
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Funktionen der jeweiligen Kinasen in den unterschiedlichen Spezies wieder, bisher
konnte allerdings fur keine dieser Kinasen eine definierte Signalfunktion oder ein
relevantes endogenes Substrat bestimmt werden. Fir einige der pflanzlichen MAPKSs
wurde jedoch die posttranlationale und teilweise auch die transkriptionelle Aktivierung
nach verschiedenen Stimuli und in verschiedenen Entwicklungsprozessen gezeigt. Dazu
gehdren u. a. Verwundung, Trockenheit, Phytohormone, Mitose und Pathogeninfektion
(Mizoguchiet al, 1997; Hirt, 1997; Jona&t al, 1999).

Auch in Petersilie konnten MAPKs aus allen 4u@en nachgewiesen werden. MPK1
und 2 haben hohe Homologie zu Tabak-WIPK und Medicago-MMK4, fur die u. a.
Wund-, Kalte-, Bertuhrungs- und Elicitorresponsivitat beschrieben wurde (&brelk

1996; Bogreet al, 1996; Bogreet al, 1997; Romeiset al, 1999; Secet al, 1999).
MPK3 ist homolog zur Tabak-SIPK, die durch Verwundung, SA, Elicitoren und
Pathogene aktiviert wird (Zhang und Klessig, 1997; Zhanhgl, 1998; Zhang und
Klessig, 1998a; Zhang und Klessig, 1998b), und zur Medicago-MMK1 (Jenak,

1993), die wund- und elicitorresponsiv ist (W. Ligterink und H. Hirt, personliche
Mitteilung). Southernblot-Experimente deuten darauf hin, da3 es noch mindestens ein
zusatzlichesMPK3-Homolog im Petersliengenom gibt, wahrePK1 und 2 die
einzigen Vertreter ihrer Gruppe in Petie¥zu sein scheinen. MPK4 und 5 besitzen hohe
Homologie zu NTF6 aus Tabak (Wilsen al, 1995), MMK2 (Jonalet al, 1995) und
MMKS (Bogre et al, 1999) aus Medikago und MPK4 und 5 (Mizoguehial, 1993)

aus Arabidopsis. Wahrend fiur MMK3 und NTF6 Aktivierung innerhalb der Mitose
beschrieben wurde (Calderini, 1998 ;Bogteal, 1999), sind fur die anderen Kinasen
dieser Gruppe keine aktivierenden Stimuli bekannt. Aus der vierten Gruppe von
pflanzlichen MAPKs (Mizoguchet al, 1994; Decroocq-Ferramtt al, 1995) ist bisher

kein Petersilieklon isoliert worden. PCR-Experimente mit cONA und genomischer DNA
aus Petersilie zeigen jedoch, daf3 es auch MAPKs diespp&im Petefiiegenom gibt

(A. Zunker und A. Neininger, personliche Mitteilung). Welche Bedingungen zur
Aktivierung dieser Kinasen fihren, ist unbekannt. Der in Kapitel 4.1 diskutierte
Vergleich der Ergebnisse der In-Gel-Versuche und der Westernblots mit den anti-
ACTIVE ™-MAPK-Antikérpern und die Situation in anderen Eukaryoten deuten darauf
hin, da? es neben den bisher bekannten MAPKs in Pflanzen noch zusatzliche MAPK-
Unterfamilien gibt.

In Zukunft wird es von grof3er Bedeutung sein, durch die Analyse transgener Pflanzen,
die induzierbar konstitutiv aktive Komponenten der MAPK-Kaskaden exprimieren, und
“knock out“-Mutanten die Signalfunktion der einzelnen MAPKs zu untersuchen.
Interessanterweise besitzen Pflanzen Paare hoch homologer MAPKSs, wie z. B. Petersilie
MPK1 und 2 bzw. MPK4 und 5 und Arabidopsis MPK4 und 5. Es stellt sich die Frage,
ob diese Kinasen differentiell reguliert werden oder redundante Funktionen haben.
Untersuchungen in Hefe haben beispielsweise gezeigt, da} dort jeder MAPK ein
bestimmter Signalweg und definierte Signalfunktionen zugeordnet werden kdnnen
(Gustinet al, 1998).
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4.5 Immunologische Charakterisierung der
elicitorresponsiven Kinasen

Durch die immunologische Charakterisierung der elicitorresponsiven MAPKs wurden
wichtige Infomationen Uber die Aktivierung der klonierten Petersiliekinasen in der
Elicitorantwort gewonnen. Ein zentrales Hilfsmittel waren dabei die bakteriell
exprimierten MAPKs MPK1, 2, 3 und 4, mit deren Hilfe die Kreuzreaktion der
verwendeten Seren bestimmt wurde. Zudem war von entscheidender Bedeutung, daf3 mit
Peptiden aus heterologen Sequenzbereichen Antikdrper generiert werden konnten, die
trotz der grofien Homologie der verschiedenen Petersilie-MAPKs spezifisch zwischen
den einzelnen Kinasegruppen disknierten.

Durch die Experimente mit den Seren P37, P38 und M11 kann mit grof3er Sicherheit
ausgeschlossen werden, da? MPK4 oder 5 durch Elicitierung aktiviert werden. Alle 3
Seren erkannten mit hoher Speziftdt das rekombinante MPK4, fallten in
Immunprazipitations-Kinaseexperimenten aber keine elicitorresponsive  MBP-
Kinaseaktivitédt. Es ist davon auszugehen, dal} sich diese Ergebnisse auf MPK5
ubertragen lassen, da sich der fur die Antigenizitat relevante Teil das C-Terminus von
MPKS5 nur in einer Aminosaure vom MPK4-C-Terminus unterscheidet. Zu dem fir die
Herstellung des M11-Serums verwendeten Peptid weisen der MPK4- und 5-C-Terminus
sogar die gleiche Identitat auf. Deshalb ist davon auszugehen, dal3 beide Kinasen gleich
gut durch die M11-Antikbrper detektiert werden. Die Homologen aus Medicago
(MMK2 und MMKS3) werden ebenfalls nicht durch Elicitierung (H. Hirt, persodnliche
Mitteilung) und auch nicht durch Verwundung (Bogteal, 1997) aktiviert und sind
stattdessen moglicherweise in die Regulation der Zellwandsynthese involviert @ogre
al., 1999).

Die Experimente mit dem M7- und dem P82-Serum zeigen, dall MPK3 die
elicitorresponsive 46-kDa-MAPK ist, die in den In-Gel-Versuchen und in Westernblots
mit anti-ACTIVE™-MAPK-Antikérpern identifiziert wurde. Durch beide Seren wurde
das 46-kDa-grof3e rekombinante MPK3 und in Petersilieproteinextrakt ein einziges,
ebenso grolles Protein detektiert. Gleichzeitig wurde mit beiden Seren eine
elicitorresponsive MBP-Kinase prazipitiert, die das gleiche Aktivierungsprofil wie die 46-
kDa-Kinase aufwies. Aufgrund der hohen Spezifitdt des P82-Serums, das ausschlief3lich
MPK3 erkennt, und der hohen Sequenzheterogenitat im N-Terminus der pflanzlichen
MAPKs kann mit gro3er Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, daf eine andere
MAPK als MPK3 die elicitorresponsive 46-kDa-MAPK ist. Dal? neben MPK3 noch eine
zusatzliche 46-kDa-MAPK aktiviert wird, kann durch die durchgefiihrten Experimente
nicht ausgeschlossen werden, erscheint aber sehr unwahrscheinlich. Um Eindeutigkeit in
dieser Frage zu schaffen, sollten Proteinextrakte nicht elicitierter und elicitierter Zellen
mittels 2-dimensionaler Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieend durch
Westernblot-Analyse mit den P82- und den anti-ACTINAMAPK-Antikérpern
analysiert werden. Auch in anderen Pflanzen wird durch Elicitierung die Aktivitat von
MPK3-Homologen induziert. Wie bereits in Kapitel 4.1 diskutiert wurde, werden die 48-
kDa-SIPK aus Tabak (Zhareg al, 1998) und MMK1 aus Medikago (H. Hirt und W.
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Ligterink, personliche Mitteilung) nach Elicitorbehandlung mit  &hnlichem
Aktivitatsprofil wie MPK3 aktiviert. Der Vergleich mit diesen Systemen la3t die
Vermutung zu, dall MPK3 auch durch andere Stref3formen, insbesondere durch
Verwundung aktiviert wird. Spezifisch fir die Elicitorantwort scheint aber die zuerst
transiente und dann langanhaltende Aktivierung zu sein.

Das mit einem C-terminalen Peptid von MPK1 hergestellte Serum P97 detektierte mit
hoher Spezifitdt MPK1, kreuzreagierte jedoch auch in geringem MalRe mit MPK2. Da es
in  Immunprézipitationsexperimenten keine MBP-Kinaseaktivitat fallte, ist davon
auszugehen, dal3 MPK1 entgegen unserer friheren Vermutung (Ligterahk 1997)

nicht elicitorresponsiv ist. Ob dahingegen MPK2 elicitorresponsiv ist, kann aufgrund der
schlechten Erkennung durch das P97-Serum nicht beantwortet werden. Diese Frage soll
jedoch in Zukunft untersucht werden, da die Homologen von MPK1 und 2 (WIPK bzw.
MMK4) in Tabak- (Romeigt al, 1999) und Medicago-Zellkulturen (Hirt und Ligterink,
personliche Mitteilung) durch Elicitierung aktiviert werden und die Identifizierung der
elicitorresponsiven 44-kDa-MAPK in Petersilie noch aussteht. Um ein spezifisches
Serum fur die immunologische Charakterisierung von MPK2 herzustellen, sollte ein
Peptid gewahlt werden, das die letzten 10 C-terminalen Aminosauren von MPK2 enthalt.
Dieses zeigt ausreichende Sequenzunterschiede zu den entsprechenden MPK1- und
MPK3-Bereichen und verspricht die Produktion eines selektiven Serums.

4.6 Elicitorstimulierter Kerntransport von MPK3

In Hefen und in Tiersystemen sind MAPKs oft unmittelbar an der Regulation von
Transkriptionsfaktoren beteiligt. Diese Funktion an der Schnittstelle zwischen
cytosolischer Signaltransduktion und transkriptioneller Kontrolle der Genexpression
spiegelt sich in der Beobachtung wieder, dall verschiedene MAPKs nach
Phosphorylierung und Aktivierung im Zellkern akkumulieren (Cretnal, 1992;
Gonzalez et al, 1993; Lenormand, 1993). Der Mechanismus, durch den der
Kerntransport erfolgt, ist bisher jedoch weitgehend unbekannt, weil MAPKs - von
Ausnahmen abgesehen - kein NLS (“nuclear localisation signal‘) besitzen.
Untersuchungen mit ERK2 haben allerdings erste Erkenntnisse tber den Prozel} geliefert.
Nicht aktiviertes ERK2 bindet an seinen Aktivator MEK1, der ein funktionelles
Kernexportsignal besitzt und in gleicher Menge wie ERK2 in der Zelle vorliegt (Fukuda
et al, 1996; Fukudaet al, 1997). Dadurch wird die nicht aktivierte MAPK im
Cytoplasma zuriickgehalten. Nach Phosphorylierung von ERK2 zerfallt der Komplex,
und aktiviertes ERK2 akkumuliert im Nukleus. Das Modell, dal’ inaktives ERK2 im
Cytoplasma durch seinen gleich abundanten Aktivator zurtickgehalten wird, bietet eine
Erklarung fur die Beobachtung, daR ERK2 nach Uberexpression praferentiell im Nukleus
gefunden wird (Fukudat al, 1997). Andere Arbeiten haben gezeigt, dal3d ERK2 nach
Aktivierung dimerisiert und in Form dieser Dimere in den Kern transportiert wird
(Canagarajahet al, 1997; Khokhlatchevet al, 1998). Wird die Fahigkeit zur
Dimerisierung zerstort, verbleiben die Kinasen auch in phosphorylierter Form im
Cytoplasma. Weil die Kernlokalisierung in verschiedenen Systemen essentiell fur die
MAPK-Funktion ist (Robinsonet al, 1998; Brunetet al, 1999), wurden in der
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vorliegenden Arbeit Immunlokalisierungen mit dem M7-Serum und dem P82-Serum
vorgenommen. Bei Verwendung des M7-Serums zeigte sich, dal3 die 46-kDa-Kinase
nach Phosphorylierung im Kern akkumuliert, wo sie moglicherweise an der Aktivierung
der Transkription elicitorresponsiver Gene beteiligt ist. Die Kernlokalisierung ist ebenso
wie die Aktivierung durch Phosporylierung transient. Wahrend nach 5 min alle Kerne
deutlich gefarbt sind, sind nach 60 min, wenn geringere MAPK-AKktivitat detektiert wird,
nur noch einzelne Kerne angefarbt. Der aufgrund der groRen Vakuole nur sehr kleine
Cytoplasmasaum der Suspensionszellen wird durch die gewahlte Fixierung nur sehr
schlecht konserviert. Dies ist wahrscheinlich die Ursache dafir, daf? weder in den nicht
behandelten noch in den behandelten Zellen eine Immunfarbung des Cytoplasmas
sichtbar ist.

Bei Verwendung des P82-Serums in Immunlokalisationsexperimenten liel3 sich der
Kerntransport nicht zeigen. Es war lediglich eine starke Fluoreszens der Zellwande in
den behandelten und den unbehandelten Zellen sichtbar, die Kerne zeigten eindeutig
keine Immunfluoreszens. Eine Ursache fir dieses Ergebnis ist moglicherweise, dald der
N-Terminus im Gegensatz zum C-Terminus nach der Fixierung mit Formaldehyd fur die
Antikbrper nicht mehr zugénglich ist. Um dieses zu Uberprifen, ware die
Immunlokalisation mit P82-Serum in anders fixiertem Material notwendig. Mégliche
Techniken waren Gefriersubstitution oder die Fixierung von Protoplasten durch
Methanol (Neumanet al, 1987). Es besteht jedoch auch die Mdglichkeit, dad MPK3
vor der Kernlokalisation N-terminal prozessiert wird. Ein solcher Prozeld wurde fur
MAPKSs bisher nicht beschrieben und erscheint ausgeschlossen, da bei Westernblot-
Analyse von Gesamtprotein elicitierter und nicht elicitierter Zellen mit P82-und M7-
Serum lediglich eine einzige Bande von 46 kDa detektiert wird. Schlie3lich besteht die
Moglichkeit, da? das M7-Serum neben MPK3 eine weitere elicitorresponsive 46-kDa-
MAPK erkennnt, die durch das P82-Serum nicht detektiert wird und im Gegensatz zu
MPK3 im Kern akkumuliert. Um diese Madoglichkeit auszuschlieRen, mifte
Petersiliegesamtprotein in einer 2-dimensionalen Gelektrophorese aufgetrennt und nach
Western-Transfer mit M7- und P82-Serum analysiert werden.

4.7 Eignung von Proteinkinaseinhibitoren flr die funktionelle
Charakterisierung der elicitorresponsiven MAPKs

Der schnelle Kerntransport von MPK3 deutet darauf hin, dal3 zumindest einzelne der
elicitorresponsiven MAPKs die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren regulieren und
damit unmittelbar an der transkriptionellen Aktivierung von Abwehrgenen beteiligt sind.
Um diese Hypothese zu untersuchen oder andere Funktionen der MAPKs in der
Eilicitorantwort zu bestimmen, sindoss-of-functiorExperimente, in denen die
Signalkette spezifisch auf der Ebene der MAPK-Kaskade unterbrochen wirdaumd
of-functionExperimente, in denen spezifisch die MAPK-Kaskade aktiviert wird,
notwendig. Ein wichtiges Hilfsmittel furloss-of-functiorUntersuchungen sind
Inhibitoren. Der Uberwiegende Teil der Proteinkinaseninhibitoren hat jedoch ein sehr
breites Wirkungsspektrum und war deshalb fir die Bestimmung der MAPK-vermittelten
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Abwehrantworten ungeeignet. Die Inhibitoren UO 126 (Faeatal, 1998) und PD
096059 (Alesset al, 1995) inhibieren zwar sehr spezifisch die humane MEK1, erwiesen
sich aber in Petersiliezellen als unwirksam in der Inhibition der MAPK-Aktivierung. In
anderen Pflanzenzellkulturen scheinen sie jedoch wirksam zu sein. So wurde in
Tabakzellkulturen gezeigt, dal3 die elicitorinduzierte Aktivierung der MAPKs WIPK und
SIPK durch PD 096059 und durch UO 126 inhibiert wird (Roreeial, 1999; J. Lee,
personliche Mitteilung).

Fir beide Inhibitoren wurde im-Vitro-Untersuchungen gezeigt, dal3 sie nur MEK1 und

2, nicht aber andere MKKs wie z. B. MKKS3, 4 und 6 inhibieren (Alessal., 1995;
Favataet al, 1998). Angesichts dieser hohen Spezifitat der Inhibitoren ist es erstaunlich,
dal3 sie pflanzliche MKKs inhibieren, die, sofern ihre Sequenz bekannt ist, wesentlich
geringere Sequenzhomologien zu MEK1 und 2 besitzen als die oben genannten Sauger
MKKs (Morris et al, 1997). Deshalb wird abschlieende Gewi3heit Uber die
Aussagekraft und Spezifitdt der Inhibitorexperimente erst gegeben sein, wenn die
elicitorresponsiven MKKs isoliert worden sind und didnrVivo-Versuchen erhaltenen
Ergebnisse mit In-Vitro-Experimenten korreliert werden kdnnen. Besonders
aufschluf3reich wird hier ein Vergleich der vitro undin vivo bestimmten IC50-Werte

sein.

4.8 Kotransformationsexperimente

Da im Petersiliesystem keine Mdglichkeit bestéts-of-functioAMutanten der MAPK-
Kaskade zu isolieren, wurde eine Kotransformationsstrategie entwickelt, in der der
EinfluR  der Uberexpression inaktiver und aktiver MAPKs auf die
Elicitorsignaltransduktion ~ untersucht  werden  kann.  Derartige  transiente
Uberexpressionsexperimente mit dominant negativ interferierenden MAPKs haben
wichtige Ergebnisse zu den MAPK-Kaskaden in Sdugerzellkulturen geliefert (Szintag
al., 1993; Kortenjannet al, 1994; Cowleyet al, 1994; Minderet al, 1995; Mahanet

al., 1997). Die Uberexpression inaktiver MAPKs kann dabei auf drei Ebenen mit einer
endogenen MAPK-Kaskade interferieren: auf der Ebene der Aktivatoren, der Ebene der
aktivierten MAPKs und der Ebene der Substrate.

Uber die Aktivatoren pflanzlicher MAPKs ist wenig bekannt. Zwar sind zahlreiche
MKKs und MKKKs kloniert worden, vor allem aus Arabidopsis, doch ihre Zuordnung
zu den einzelnen MAPK-Kaskaden ist unbekannt (Mizogathal, 1997; Jouanniet

al., 1999a; Jouanniet al, 1999b). Aus Tiersystemen und aus Hefe weil3 man, daf3 die
MAPK-Kaskaden in Komplexen organisiert sind, die aufgrund von spezifischen Protein-
Protein-Wechselwirkungen zusammenhalten, und in dieser Form subzellular genau
lokalisiert sind (Whitmarsh und Davis, 1998). Einige MAPK-Komplexe werden durch
direkte Interaktionen der einzelnen Kinasen der MAPK-Kaskade zusammengehalten
(Posas und Saito, 1997; ®u al, 1997; Xu und Cobb, 1997), in anderen Systemen
werden die MAPK-Module durch Adapterproteine organisiert (Elion, 1995; Whitmarsh
et al, 1998; Schaeffeet al, 1998), die neben den Kinasen der MAPK-Kaskade auch
andere Signalmolekile binden und in den Signalprozel3 integrieren kbnnengiiradye
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1997; Leeuwet al, 1998; Fenget al, 1998). Derartige Adapterproteine werden vor
allem dort angetroffen, wo einzelne MKKs oder MKKKs in verschiedenen MAPK-
Kaskaden involviert sind und erst durch die Zusammensetzung der einzelnen
Signalkomplexe Signalspezifitdt gewahrleistet wird (Gustial, 1998). In diesen Féllen

wird die zellulare Antwort nicht dadurch bestimmt, welche MKK od&K¥ aktiviert

wird, sondern in welchem Kontext diese Aktivierung erfolgt und welche MAPK am Ende
der Kaskade induziert wird. Bei Uberexpression einer inaktiven MAPK kann diese die
endogene Kinase aus dem Signalkomplex verdrangen und so die Signalweiterleitung
unterbrechen. Der Effekt kann jedoch auch unspezifisch sein, wenn eine Uberexprimierte
MAPK aufgrund ihrer hohen Abundanz eine andere MAPK aus ihren
Aktivatorkomplexen verdrangt und somit einen Signalweg unterbricht, in den sie nicht
involviert ist. Dann sollte die Inhibition des Signalweges jedoch unabhangig von der
Aktivitat der Uberexprimierten Kinase sein, da diese auch in aktivierter Form den
gegebenen Signalweg blockiert.

Inaktive MAPKs konnen allerdings auch aufgrund ihrer Wechselwirkung mit aktivierten
MAPKs eine MAPK-Kaskade negativ beeinflussen. Aus kristallographischen
Untersuchungen und Mikroinjektionsstudien mit ERK2 ist bekannt, daf3 phophoryliertes
ERK2 Homodimere mit aktiviertem und Heterodimere mit nicht aktiviertem ERK2 bildet
und dald diese phosphorylierungsinduzierte Dimerisierung notwendig flr den
Kerntransport der aktivierten Kinase ist (Canagarejahl, 1997; Khokhlatcheet al,
1998). Viele MAPK-Substrate wie z. B. Steroidrezeptoren, basische Helix-Loop-Helix-
Proteine und Leucin-Zipper-Proteine bilden ebenfalls Dimere (Hunter und Karin, 1992;
Karin 1995; Kallunkiet al, 1996) und werden moglicherweise bei einer einzigen
Interaktion mit dem aktiven MAPK-Dimer phosphoryliert und aktiviert. Bei einem
UberschuB an inaktiver MAPK bilden sich nach einem Stimulus vorwiegend hemiaktive
Dimere, die zwar in den Kern transportiert werden, aber nur eine Untereinheit der
Substrate phosphorylieren kdonnen (Khokhlatcheal, 1998). Die daraus resultierende
unvollstandige Aktivierung der Substrate fuhrt zu einer reduzierten Antwort der Zelle.

Ein drittes Modell, um den dominant negativen Effekt nicht aktiver MAPKs auf einen
gegebenen Signalweg zu erklaren, beruht auf der Beobachtung, dal3 einige MAPKS in
inaktiver Form an ihre Substrate binden und dadurch denjenigen Signalweg, den sie nach
einem geeigneten Stimulus aktivieren, bei Ausbleiben dieses Stimulus zusatzlich
reprimieren. Die Hefe MAPK KSS1, die bei Stickstoffmangel filamentdses Wachstum
von Hefezellen induziert, bindet beispielsweise in unphosphorylierter Form an den
Transkriptionsfaktor STE12 und reprimiert dadurch unter nicht induzierenden
Umweltbedingungen filamentéses Wachstum (Madlenal, 1997; Bardwellet al,

1998). In ksstNullmutanten wird bei Stickstoffmangel, obwohl der MAPK-Weg
unterbrochen ist, flamentdses Wachstum tber einen parallelen Signalweg ausgelost. Bei
Expression einer kinaseinaktiven Form von KSSissitNullmutanten erfolgt unter den
gleichen Umweltbedingungen kein filamentéses Wachstum (Madétail, 1997).
Mutationen in KSS1, die die Bindung mit STE12 blockieren, I6sen unter induzierenden
Bedingungen Hyperfilamentation aus. Werden diese Mutationen gemeinsam mit
Mutationen, die die Kinaseaktivitdt zerstdren und fur sich alleine genommen
Filamentation unterdriicken, iKSS1 eingefuihrt, so erfolgt filamentéses Wachstum
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(Madhaniet al, 1997). Durch einen ahnlichen Mechanismus kann eine im Uberschuf3
vorliegende inaktive MAPK an Substrate binden und dadurch die Signalweiterleitung
durch aktivierte Kinasen blockieren.

Die Kotransformationsexperimente in Petersilieprotoplasten mit unterschiedlichen
MPK3-Varianten zeigen, daf} in Abhangigkeit von der Aktivitat des Uberexprimierten
MPK3 ein dominant negativer Effekt auf die elicitorstimulierte Expression eines
elicitorresponsiven Reportergens ausgeiibt wird. Uberexpression von unmodifiziertem
MPK3 und Uberexpression einer nicht aktivierbaren Variante von MPK3 reduzieren die
elicitorresponsive Expression des Reporterg&tsS Uberexpression einer MPK3-
Variante, die voraussichtlich langanhaltend aktiviert bleibt, hat keinen reduzierenden
Einfluid auf die elicitorinduzierte Reportergenexpression. Diese Ergebnisse, die bei
Verwendung elicitorresponsivéiR1.2 und PR2Promotorfragmente gefunden wurden,
deuten darauf hin, dald die elicitorresponsive MAPK MPK3 an der Regulation von
Transkriptionsfaktoren und an der Induktion der Genexpression nach Elicitierung
beteiligt ist.

Der dominant negative Effekt der nicht modifizierten MPKS3 laf3t sich damit erklaren, daf}
bei MPK3-Uberexpression aller Voraussicht nach nur ein geringer Anteil des gesamten
MPK3-Pools nach Elicitierung phosphoryliert und aktiviert wird. Durch die
Uberexpression der MAPKs in Petersilie wird vermutlich ihre subzellulare Lokalisierung
gestort, was die Aktivierung der falsch lokalisierten Kinasen verhindert. Eine solche
Aufhebung der korrekten subzellularen Lokalisation bei MAPK-Uberexpression wurde in
vielen Systemen gefunden. So finden sich beispielsweise Uberexprimierte ERKs und p38
nicht nur im Cytoplasma sondern tberwiegend im Kern, wo sie ansonsten erst nach
Aktivierung lokalisiert sind (Lenormandt al, 1993; Fukudeet al, 1997). Zudem ist
wahrscheinlich die Kapazitdt der stromaufwarts gelegenen Aktivatoren nicht
ausreichend, um nach Stimulierung die Gesamtheit des uberexprimierten MPK3 zu
aktivieren. Untersuchungen in S&ugerzellen haben gezeigt, dald MAPKK und MAPK
oftmals im gleichen stéchiometrischen Verhaltnis vorliegen, wahrend wesentlich weniger
MKKK préasent ist (Ferrell1996; Huang und Ferrell; 1996). Eine Signalamplifikation
erfolgt deshalb bei der Aktivierung des MKK-Pools durch die wenig abundante MKKK,
nicht aber auf der Stufe der MAPK. Bereits 10 min nach Elicitierung setzt in den
Petersiliezellen die Deaktivierung des MAPK-Weges ein. Diese wird vorraussichtlich
durch Proteinphosphatasen vermittelt und ist auf allen Ebenen der Kaskade wirksam. Die
resultierende, bis zu 4 h nach Elicitorzugabe nachweisbare MPK3-Aktivitat wird deshalb
eher durch das Gleichgewicht zwischen aktivierenden und deaktivierenden Komponenten
bestimmt, insbesondere durch die Menge an MPK3-Phosphatasen und aktiver MPK3-
Kinase, als durch die absolute Menge an MPK3. Ein Anstieg der MPK3-Menge resultiert
deshalb aller Vorraussicht nach nicht in einer Zunahme von aktiver sondern von inaktiver
MPKS3.

Die Uberexpression unmodifizierter MPK3 filhrt deshalb wahrscheinlich dazu, daR nach
Elicitierung ein kleiner Anteil des gesamten zellularen MPK3 aktiv ist, wahrend der
UberschuR inaktiv bleibt und durch die Bildung hemiaktiver Dimere und Kompetition um
Substrat dominant negativ mit dem Signalweg interferiert. Dies kdonnten die Griinde
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dafiir sein, daR die Uberexpression der unmodifizierten MPK3 qualitativ den gleichen
negativen Effekt auf die Induktion d&R1.2 und PR2Promotorfragments hat wie die
Uberexpression inaktiver MPK3.

Bei Uberexpression von MPR3 wird die Elicitorresponsivitat der Zellen dahingegen
nicht reduziert. Unter der Annahme, daR MPKJatsachlich in der Interaktion mit
deaktivierenden Phosphatasen gestort ist und dadurch nicht oder nur verzbgert
inaktiviert wird, ist bei dieser Isoform mit einer nicht transienten sondern lang anhaltend
starken Aktivierung von MPK3 zu rechnen. Es wird also moglicherweise fir Stunden das
Niveau aktiver MPK3 gehalten, das ansonsten nur fir 5-10 min prasent ist. Der Antell
aktiver MPK3 am gesamten MPK3-Pool ist dadurch lange Zeit viel hoher als bei
Uberexpression der nicht modifizierten MPK3, was zu einer effizienten Phophorylierung
der MPK3-Substrate und einer Aktivierung des MPK3-abhangigen Signalwegs fiihrt. Die
Tatsache, dal3 die Aktivierung elicitorresponsiver Promotorfragmente bei MPK3-
Uberexpression von der Aktivitat der tiberexprimierten MPK3-Varianten bestimmt wird,
deutet darauf hin, dal3 MPK3 tatséachlich in die Regulation dieser Promotoren involviert
ist und dal’ die gefundenen Effekte nicht auf einer unspezifischen Interaktion mit dem
Elicitorsignalweg oder einer Interferenz mit einer anderen MAPK-Kaskade beruhen.

Auch die Uberexpression unmodifizierter und inaktiver MPK1 und 2 interferiert mit dem
Signalweg, der zuPR1.2 und PR2Transkription fuhrt - allerdings schwacher als bei
Verwendung der entsprechenden MPKS3-Varianten,. Die D-N-Mutation kompensiert
auch bei diesen Kinasen den reduzierenden Effekt. Zwar konnte eine Elicitoraktivierung,
wie sie fir MPK3 gezeigt wurde, fir MPK1 und 2 nicht nachgewiesen werden, doch
deuten die in Abschnitt 4.5 diskutierten Ergebnisse auf die Mdoglichkeit hin, dal3
zumindest eine dieser Kinasen nach Elicitierung aktiviert wird und identisch mit der
elicitorresponsiven 44-kDa-MAPK ist. Die Resultate der Kotransformationexperimente
lassen zwei mogliche Schiu3folgerungen zu: Entweder haben MPK1 und 2 mit MPK3
uberlappende Aktivatoren und Substrate und kdnnen so im gleichen Signalweg
funktionieren, oder die Aktivierung von Kinasen aus beiden Gruppen ist fur die
volistandige Induktion delPR1.: und PR2Expression notwendig. In jedem Fall deuten
die Ergebnisse der Kotransformationsexperimente darauf hin, daR MPK3 und vielleicht
auch MPK1 und 2 eine zentrale Funktion bei der transkriptionellen Aktivierung
elicitorresponsiver Gene haben. MPK4-Uberexpression interferiert dahingegen nicht mit
der elicitorstimulierten Aktivierung dé3R1.1 undPR2Promotors. Dies ist ein weiteres
Indiz dafur, dal3 MPK4 und 5 nicht in die Elicitorantwort impliziert sind.

Um die Interpretation der Kotransformationsexperimente experimentell abzusichern, ist
es notwendig, in Zukunft das Aktivierungsprofil der Uberew@rten MAPKs nach
Elicitierung zu verfolgen. Dazu muf3 durch Immunprazipitations-Kinasexperimente
verifiziert werden, ob die D-N-Mutante nach Elicitierung die postulierte langanhaltende
Aktivierung zeigt. Daflr ist jedoch eine Epitopmarkierung der Kinasen erforderlich, wie
sie in der vorliegenden Arbeit lediglich fur die MPK1-Konstrukte vorgenommen wurde,
weil in den Transformationsexperimenten nur 10-20% der Protoplasten transformiert
werden. Infolgedessen liegt ein hohes Niveau endogener MAPKs vor, was eine
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Interpretation von Immunprazipitationsexperimenten mit MAPK-Antikorpern
unmoglich macht.

Ein weiteres wichtiges Hilfsmittel fur die Charakterisierung der elicitorresponsiven
MAPKs in Petersilie waregain-of-functionVersionen von Komponenten der Elicitor-
MAPK-Kaskade. Da konstitutiv kinaseaktive Versionen der MAPKs nicht bekannt sind
und nach Analyse der kristallographisch ermittelten Struktur der aktivierten und nicht
aktivierten MAPKs nicht durch Deletionen oder einzelne Aminosaure-Austausche
hergestellt werden kdnnen (Cobb und Goldsmith, 1995; Canagasgjah 1997),
muften derartigegain-of-functionVersionen von den MKKs oder den MKKKs
hergestellt werden. Die elicitorresponsiven MKKs und MKKKs sind bisher jedoch noch
nicht identifiziert worden, und eine konstitutiv aktive Version der humanen MEK1
erwies sich im Protoplastensystem als inaktiv. Das Protoplastensystem bietet sich jedoch
als Hilfsmittel an, um elicitorresponsive MKKs und MKKKs zu identifizieren. Dazu
mufdten durch Deletionen und Punktmutationen in bekannten pflanzlichen MKKKs und
MKKs, beispielsweise den Arabidopsis-Kinasen, konstitutiv aktive Varianten hergestellt
werden. AnschlieRend kdnnte man mit verschiedenen Reporterkonstrukten testen, ob die
aktiven Kinasen in der Lage sind, elicitorunabhangig Reportergenaktivierung zu
induzieren.

Schlielich sollten in zukinftigen Experimenten Reporterkonstrukte mit den Promotoren
von Genen benutzt werden, die schneller nach Elicitierung transkribiert werdilals
undPR2 Die Transkripte beider Gene sind erst 1-2 h nach Elicitierung nachweisbar (van
de Lochtet al, 1990; Rushtoret al, 1996), undPR1.XTranskription verlangt die
Expression zusatzlicher Gene, die vermutlich fir Transkriptionsfaktoren kodieren (T.
Eulgem und I. Somssich, personliche Mitteilung). Ein schnell induziertes Petersiliegen ist
WRKY1 dessen Transkription bereits 15 min nach Elicitierung unabhangig von
Proteinsynthese induziert wird. D&VRKYXPromotor, der mittlerweile gut untersucht

ist, stellt damit einen putativen Zielpromotor fur Transkriptionsfaktoren dar, deren
Aktivitat unmittelbar durch elicitorresponsive MAPKs reguliert wird, und sollte in
Zukunft in Kotransformationsexperimenten getestet werden. Vielleicht findet sich hier
ein Bindeglied zwischen cytoplasmatischer Signaltransduktion und transkriptioneller
Regulation der Genexpression.

4.9 Identifizierung zusatzlicher Signalkomponenten durch
einen Hefe-Zwei-Hybrid-Screen

Der genetische Screen nach interagierenden Proteinen mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-
Systems bietet prizipiell die Mdglichkeit, Regulatoren und Substrate des MAPK-Weges
zu identifizieren. So sind beispielsweise fur MKKKs, MKKs, Adapterproteine,
Phosphatasen und Transkriptionsfaktoren Protein-Protein-Wechselwirkungen  mit
MAPKs beschrieben und z. T. auch mit Hilfe des Hefe-Zwei-Hybrid-Systems
nachgewiesen worden (Printen und Sprague, 1994; Zirde 1996; Whitmarslet al,

1998; Bardwelkt al, 1996; Madharet al, 1997; Bardwelet al, 1998).
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In der vorliegenden Arbeit wurden mit der Erstellung einer Petersilie-cDNA-Bank und
der Etablierung geeigneter Screeningbedingungen die Grundlagen fir ein Screening nach
Substraten und Regulatoren der elicitorresponsiven MAPKs gelegt. Mit MPK1 wurden
2x10° Priméartransformanden gescreent und bereits 2 positive Klone identifiziert. Da die
Bank eine Komplexitdt von 3xfOunabhangigen Klonen aufweist, sollten fir eine
vollstandige Analyse der Bank noch mindestens #xIfansformanden untersucht
werden. In Zukunft solite die Bank natirlich auch mit MPK3 und - wenn
Elizitorresponsivitéat gezeigt werden kann - auch mit MPK2 durchsucht werden.

Eine Protein-Protein-Interaktion positiver Zwei-Hybrid-Klone mit dem “bait*“-Protein,

die im Hefesystem gezeigt wurde, muld zusatiiickitro verifiziert werden (Barteét

al., 1993b; Wonget al, 1997). Fur die beiden mit MPK1 isolierten Klo2d1 und 2H4

steht dieser Nachweis noch aus, ist aber, da bakteriell exprimiertes MPK1 vorliegt,
einfach durchzufihren. D@H1 ein putatives Kernlokalisierungssignal besitzt, sollte,
wenn sich die Interaktion mit MPKin vitro bestatigen 1a3t, ein Gesamtlangenklion
isoliert werden, der mdglicherweise Aufschlisse Uber eine Funktion von 2H1 zulal3t. Die
isolierte 2H4-cDNA enthélt nach Vergleichen mit Homologen in anderen Pflanzen und
Bakterien vermutlich fast den gesamten offenen Leserahmen der entsprechenden mRNA.
Aus ihrer abgeleiteten Aminosauresequenz laf3t sich keine Funktion ableiten, was eine
funktionelle Analyse dieses Gens extrem schwierig macht. Da das Gen in allen
Organisationsformen gefunden wird, kann jedoch angenommen werden, dal3 es eine
essentielle Funktion in den unterschiedlichen Organismen erfillt. Die Verifikation dieser
Hypothese und eine Funktionsanalyse lieRen sich am einfachsten durch die Analyse von
Knock-OutMutanten in Bakterien oder Hefen tberprtfen.

4.10 Ausblick

Zukunftige Arbeiten Uber die elicitorresponsiven MAP-Kinasen in Riessliten die
Charakterisierung der 40- und der 44-kDa MAPK, die Identifizierung von Regulatoren
und Substraten von MPK3 und die weitere Aufklarung der Funktion der MAPKs in der
Elicitorsignaltransduktion zum Ziel haben.

Da die 40-kDa-MAPK wahrscheinlich einer bisher nicht beschriebenen Untergruppe
pflanzlicher MAPK angehdrt, fuhrt der direkteste Weg zu ihrer Identifizierung Uber die
Aufreinigung des Proteins. Dabei kann die Kreuzreaktion mit dem anti-AttMaPK-
Antikbrper sowohl als aktivitditsunabhangiges Reinigungskriterium als auch fur eine sehr
effiziente Immun-Affinitdtschromatographie genutzt werden. Durch Herstellung eines
MPK2-spezifischen Serums a3t sich in Zukunft die Frage beantworten, ob es sich bei
der 44-kDa-Kinase um MPK2 handelt.

Zur ldentifizierung von Regulatoren und Substraten von MPK3 bieten sich vor allem 3
verschiedene Wege an. Die in der vorliegenden Arbeit erstellte Hefe-Zwei-Hybrid
cDNA-Bank solte mit einem MPK3-Konstrukt unter den etablierten
Screeningbedingungen nach Interaktionspartnern durchsucht werden. Positive Klone aus
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diesem Screen kdnnen nach bakterieller Expression in Kopréazipitationsexperimenten auf
In-Vitro-Interaktion mit bakteriell exprimiertem MPK3 getestet werden. Sollten auf
diesem Weg potentielle Substrate der MAPK gefunden werden, so kénnten diese in
Vitro-Kinaseexperimenten mit immunprazipitierter aktiver MPK3 untersucht werden.
MKKs oder Proteinphosphatasen, die auf diesem Weg isoliert werden, kénhen in
Vitro-Experimenten bezuglich ihres Einflusses auf die Aktivitat aktiver bzw. inaktiver
MPK3 getestet werden. Ein anderer Ansatz, um Substrate von MPK3 zu isolieren,
besteht im Screening einer Petersilieexpressions-cDNA-Bank mit immunprazipitierter
aktiver MPK3 und {**P]-ATP (Fukunaga und Hunter, 199 Vitro-Substrate, die auf
diesem Weg identifiziert werden, lie3en sich in der FolgmiNivo-LabellingStudien

und Koprazipitationsexperimenten néher charakterisieren. Eine weitere Mdglichketit,
Interaktionspartner von MPK3 zu isolieren, bieten Koprazipitationsexperimente mit dem
sehr spezifischen P82-Serum. Aus Kernextrakten lassen sich auf diesem Weg unter
Umstanden mit MPK3 interagierende Transkriptionsfaktoren aufreinigen, aus der
cytoplasmatischen Fraktion Komponenten der MAPK-Kaskade.

Wie bereits in Kapitel 4.8 diskutiert wurde, sollte in Zukunft durch Verwendung des
WRKYZ1Promotors in Kotransformationsexperimenten festgestellt werden, ob die
Aktivitdten von Transkriptionsfaktoren, die die Expression dieses unmittelbar
elicitorinduzierten Gens aktivieren, durch MAPKSs reguliert werden. Wenn dies der Fall
ist, sollte versucht werden die Faktoren zu klonieren, um den Mechanismus ihrer
Regulation durch MAPKs néher charakterisieren zu kdnnen. Dies wirde entscheidend
zum Verstandnis des Wechselspiels zwischen cytosolischer Signaltransduktion und
transkriptioneller Regulation der Genexpression beitragen.
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5 Zusammenfassung

Die hier vorgestellten Arbeiten haben zum ersten Mal die rezeptorvermittelte Aktivierung
pflanzlicher MAPKs gezeigt. Nach Bindung eines Elicitorpeptids an einen Rezeptor der
Plasmamembran von Petersiliezellen werden (ber einen weitgehend unbekannten
Signalweg drei verschiedene MAPKSs (40, 44 und 46 kDa) aktiviert. Die Aktivierung der
MAPKs erfolgt durch Phosphorylierung des konservierten TEY-Motivs auf der MAPK-
Aktivierungsschleife. In In-Gel-MBP-Kinasenachweisen zeigte die elicitorresponsive 40-
kDa-MAPK deutliche Unterschiede zu der 44- und der 46-kDa-MAPK und gehort
maoglicherweise einer bisher nicht bekannten Unterfamilie pflanzlicher MAPKs an.

Es wurde gezeigt, dafl} elicitorstimulierte lonenstrome uUber die Plasmamembran
hinreichend und notwendig fiir die Aktivierung der elicitorresponsiven MAPKSs sind. Der
“oxidative burst®, der ebenfalls eine wichtige Signalkomponente in der Petersilie-
Elicitorantwort darstellt, liegt dahingegen unterhalb der MAPK-Induktion oder in einem
parallelen Signalweg. Es konnten 5 verschiedene Petersilie-MAPK-cDNAs aus 3
unterschiedlichen Untergruppen kloniert werdei?K1-5), von denen vier funktionell in
Bakterien exprimiert wurden. Durch die Verwendung von Peptiden aus heterologen
Sequenzbereichen konnten trotz der hohen Homologie der klonierten Pertersilie-MAPKs
Antiseren gewonnen werden, die spezifisch zwischen den verschiedenen Untergruppen
diskriminieren. Mit ihnen und mit Seren gegen Medicago-MAPKs wurden die
elicitorresponsiven MAPKs immunologisch charakterisiert. Dabei konnte nachgewiesen
werden, dafl3 die grof3te der elicitorresponsiven MAPKs (46 kDa) identisch mit MPK3 ist
und dafl MPK1, 4 und 5 nicht elicitorresponsiv sind.

Durch Immunlokalisierungsstudien wurde demonstriert, dafl MPK3 nach Elicitierung im
Zellkern akkumuliert. Dieser schnelle elicitorstimulierte Kerntransport a3t vermuten,
dall MPK3 unmittelbar an der Regulation von Transkriptionsfaktoren beteiligt ist, die die
Transkription elicitorresponsiver Gene aktivieren. Um diese Hypothese zu verifizieren,
wurde ein Protoplasten-Kotransformationsexperiment etabliert, mit dem die Beteiligung
der MAPKs an der transkriptionellen Regulation elicitorresponsiver Gene analysiert
werden konnte. Dieses System erlaubte es, den EinfluR der Uberexpression aktiver und
inaktiver Varianten der MAPKs auf die Expression eines Reportergens zu untersuchen,
dessen Transkription durch ein elicitorresponsives Promotorfragment des Petersilie-
PR1.x bzw. PR2Gens reguliert wurde. Mit Hilfe der Kotransformationen konnten
Hinweise gewonnen werden, dald MPK3 und eine Kinase aus der MPK1/2-Gruppe an der
elicitorstimulierten Aktivierung der Transkription de&1.2 und desPR2Gens beteiligt

sind. MPK4 scheint dahingegen nicht in die Regulation dieser Gene involviert zu sein.

Um Regulatoren und Substrate der elicitorresponsiven MAPKs in Petersilie zu isolieren,
wurde unter Verwendung von Poly(ARNA aus elicitierten und nicht-elicitierten
Petersiliezellen eine cDNA-Bank fur das Hefe-Zwei-Hybrid-System konstruiert. Diese
Bank wurde mit MPK1 durchsucht, wobei zwei potentielle Interaktionspartner dieser
MAPK identifiziert werden konnten.
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Anhang

7 Anhang

Anhang 1 Sequenzen der fur PCR-Reaktionen verwendeten Oligonukleotide.

Name | Sequenz Bemerkung

MKP5 | TAGCGGATCCACATGCTGGGTTAAAGGC fir Subklonierung von MPK1
PGEX-5X-2

MKP6 | TAGTGGATCCCCCGGCGATGGTCAATACACC | fir Subklonierung von MPK1
PGEX-5X-2

2HP1 | ATATGTCGACCTAACCCCGGCGAT fiir Subklonierung von MPKZ1 in pBD-
HA

2HP2 | ATATGTCGACTGCACATGCTGGGTTAAAG fiir Subklonierung von MPK1 in pBD-
HA

SDP1 | ATATGGATCCATGGCTAACCCCGGCGATG fiir Subklonierung von MPK1 in pB

SDP2 | ATATGGTACCTGCACAGTCTGGGTTAAAGGC | fiir Subklonierung von MPK1 in pB

K6fo2 | GGATCCATGGCTAACCCAGGCGATGG fir Subklonierung von MPK2
PGEX-2T-2

Kérev2 | GAGCTCGAGTTATGCCATGCCTGGGTTAAAGG fur Subklonierung von MPK2
PGEX-2T-2

K6fo4 | GAATTCGCCATGGCTAACCCAGGCGATGG fiir Subklonierung von MPK2 in pBT4

K6rev3 | GGTACCGGATCCTGCCATGCCTGGGTTAAAGG fiir Subklonierung von MPK2 in pBT4

K5fo2 | GGATCCATGGACGGTTCAACTCAGCC fir Subklonierung von MPK3
PGEX-2T-2

K5rev2 | GAGCTCGAGTTACATCTGCTGATGCTCAGG | fir Subklonierung von MPK3
PGEX-2T-2

K5fo4 | GAATTCGCCATGGACGGTTCAACTCAGCC fiir Subklonierung von MPK3 in pBT4

K5rev3 | GGTACCGGATCCCATCTGCTGATGCTCAGG | fiir Subklonierung von MPK3 in pBT4

K3fo2 | GGATCCATGGAGTCAAGTTCTGCAGCTAC fir Subklonierung von MPK4
PGEX-2T-2 und pRT100

K3rev2 | GGATCCTCAGAGAATCGGGTCAGGATTG fiir Subklonierung von MPK4
PGEX-2T-2 und pRT100

Anhang 2 Sequenzen der fur Punktmutagenesen verwendeten Oligonukleotide.

Name Sequenz Bemerkung
M1 GCATTAGCAATCTTCCGGACCGCAACCATCTC fir MPK41'2R
M2 GTGCAAATTGGTTCATTAGCTATATCATGTAAT fir MPK133"N
SDK602 | GAGTTTATGAAGAATTTGTTGTCACTAGATGG fur MPK2"198F
SDK604 | GATTACATGATGTGTCTAATGAACCAGTTTGC furMpK2P33eN
SDK502 | GATTTTATGACAGAATTTGTTGTTACAAGATGG fur MPK3"14F
SDK504 | CTGCACGACATCAGTAACGAGCCTGTATGTG fir MPKZEN
SDK302 | GATTTTATGACTGAATTTGTTGTTACTCGCTGG furMPK4"2%%F
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Anhang 3 Sequenzen der fir die automatische Sequenzierung verwendeten Oligo-
nukleotide.

Name Sequenz Bemerkung
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG -

T7 GTAATACGACTCACTATAGGGC -

MPK1 TAGAGGGATCAAACGTAAGC fur MPK1
MPK2 GGACGATGAGTTCATGACAG fur MPK1
MPK11 GTGTCCATTAGTTCAGTAGC fur MPK1
KO6fol | TGTATCAGCTCCTTCGAGGAC fur MPK2
KO6revl | CACAGACCAAACATCTATAGC fur MPK2
KO5fol | TCAGAGGAGCATTGCCAGTAC fur MPK3
KO5revl | GAGTCACACGAGCTAATCC fur MPK3
2HSADS | AGGGATGITTAATACCACTAC fur pAD-GAL4
2HSAD3 | GCACAGTTGAAGTGAACTTGC fur pAD-GAL4
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Anhang 4 DNA-Sequenz des langsten Petersilie-MPK1-cDNA-Klons und abgeleitete
Aminosauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

3 cacgaggagaagttgagatttagagagagatagtgagaaATGGCTAACCCCGGCGATGGT 62
1 MANPGDG 7

63 CAATACACCGATTTTCCGGCGATTCAAACACACGGAGGACAGTTCATTCAGTACAATATA 122
8QYTDFPAIQTHGGQFIQYNI 27

123 TTTGGAAATTTATTCCAAGTTACGAAGAAGTATCGGCCTCCGATCATGCCTATTGGCCGT 182
28FGNLFQVTKKYRPPIMPIGR 47

183 GGTGCTTACGGTATCGTCTGTTCAATTATGAATACGGAGACGAATGAGATGGTTGCGGTC 242
48GAYGIVCSIMNTETNEMVAV 67

243 AAGAAGATTGCTAATGCTTTTGATAATTACATGGATGCCAAGCGAACTTTGAGGGAGATT 302
68 KK I ANAFDNYMDAKRTLREI 87

303 AAGCTTCTTCGTCATTTGGATCATGAGAATGTCATAGCAATTACTGATGTAATTCCTCCA 362
8 KLLRHLDHENVIAITDVIPP 107

363 CCTTTAAGGAGGGAATTCACTGATGTTTACATTGCTACTGAACTAATGGACACTGATCTT 422
I8 PLRREFTDVYIATELMDTDL 127

423 CACCAAATCATTCGATCTAATCAAGGTCTATCAGAGGAACACTGTCAGTATTTCTTGTAT 482
128HQIIRSNQGLSEEHCQYFLY 147

483 CAACTGCTTCGAGGACTAAAATATATTCATTCTGCAAACATCATCCATCGAGACTTAAAG 542
148 QLLRGLKYIHSANIIHRDLK 167

543 CCCAGCAATTTGTTGTTGAATGCAAACTGTGATCTGAAAATTTGTGATTTTGGTCTTGCT 602
168 PS NLLLNANCDLKICDFGLA 187

603 CGTCATAATACGGACGATGAGTTCATGACAGAATATGTTGTCACTCGATGGTATAGAGCA 662
I8 RHNTDDEFMTEYVVTRWYRA 207

663 CCTGAGCTGCTGTTGAACTCTTCCGATTATACTGTTGCAATAGATGTTTGGTCAGTGGGT 722
2PELLLNSSDYTVAIDVWSYVG 227

723 TGCATATACATGGAGCTAATGAACAGGAAACCTTTGTTTGCGGGTAAAGATCATGTGCAC 782
228 CIYMELMNRKPLFAGKDHVH 247

783 CAGATGCGGTTGTTGACCGAGCTTCTTGGCTCACCGACCGAAGCAGATCTTGGATTTGTT 842
28 QMRLLTELLGSPTEADLGFV 267

843 CGAAATGAGGATGCAAAAAGATTTATTCTGCAGCTTCCTCGACACCCTCGTCAGCCTCTA 902
268 RNEDAKRFILQLPRHPRQPL 287

903 AGGCAGCTGTATCCACAAGTCCATCCTTTGGCCATTGACCTTATTGATAAAATGCTTACG 962
2886RQLYPQVHPLAIDLIDKMLT 307

963 TTTGATCCCTCTAAAAGAATTACAGTTGAAGAAGCATTAGCCCATCCGTACTTGGCAAGA 1022
38 FDPSKRITVEEALAHPYLAR 327

1023 TTACATGATATAGCTGATGAACCAATTTGCACAAAACCGTTCTCGTTTGAATTTGAGACT 1082
328LHDIADEPICTKPFSFEFET 347

1083 GCACATCTTGGAGAAGAGCAGATAAAGGACATGATTTACCAGGAGGCATTAGCCTTTAAC 1142
348 AHLGEEQIKDMIYQEALAFN 367

1143 CCAGACTGTGCATAAtatattcatagtatgcaccatctgcttgacccctttctgtttcac 1202
368 PD C A * 371

1203 ccctttttttgagatgtacctcaagaagttcattataaagcaattaattggttagtgtgg 1262

1263 gtgattgaagaaagctgaaggcagcagtactgcatgtgacggaaggctaatgcaagtggg 1322
1323 acgcaatacactcagtggcgggattgctttgcttagcagatccaacatattctgtgttct 1382
1383 tgtttactttgattagttttcctttgattagttttccattttttattgccatcttgcact 1442

1443 tctgctgacaaatataattttattgtcacactctcattttcccgtctctttgttgtaaaa 1502

1503 ctttctgtttagttttttattggaagggagttatttctttggttc 1547
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Anhang 5 DNA-Sequenz des langsten Petersilie-MPK2-cDNA-Klons und abgeleitete
Aminosauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

3cacgaggagagagagaggagaATGGCTAACCCAGGCGATGGTCAGTATGATTTTCCTGCG 62
MANPGDGQYDFPA 13

63 ATTGCAACGCATGGAGGACGCTTCATTCAGTACAATATATTTGAAAATTTGTTCGAGGTG 122
141ATHGGRFIQYNIFENLFEV 33

123 ACTGCTAAGTATCGCCCTCCGATCATGCCTATAGGCCGTGGTGCTTACGGAATTGTCTGT 182
B4TAKYRPPIMPIGRGAYGIVC 53

183 TCGATTATGAATACGGAGGCGAATGAGATGGTTGCGATTAAGAAGATTGCGAATGCTTTT 242
54 SIMNTEANEMVAIKKIANAF 73

243 GATAATTACATGGATGCCAAAAGAACTCTGAGGGAGATTAAGCTTCTTCGTCATTTGGAT 302
74ADNYMDAKRTLREIKLLRHLD 93

303 CATGAGAATATCATAGCTTTAACAGATGTAATTCCTCCACCTGTAAGGAGGAATTTCAGT 362
94 HENIITALTDVIPPPVRRNEFS 113

363 GATGTTTATATTGCTACCGAACTTATGGACACTGATCTTCACCAGATCATTCGATCTGCT 422
114 DVYIATELMDTDLHQIIRSA 133

423 CAGGTTTTATCAGAGGAGCATTCTCAGTATTTCTTGTATCAGCTCCTTCGAGGACTAAAA 482
134 QVLSEEHSQYFLYQLLRGLK 153

483 TATATACATTCTGCAAACATAATCCACCGAGACTTGAAGCCTAGCAACCTTCTACTGAAT 542
154 YIHSANIITHRDLKPSNLLLN 173

543 GCCAATTGTGATCTGAAGATTTGTGATTTTGGTCTCGCTCGTCCAAATACTGATGATGAG 602
1774 ANCDLKICDFGLARPNTDDE 193

603 TTTATGACAGAATATGTTGTCACTAGATGGTATAGAGCGCCTGAGCTGCTATTGAACTCT 662
199 FMTEYVVTRWYRAPELLLNS 213

663 TCTGATTATACTGCTGCTATAGATGTTTGGTCTGTGGGTTGTATCTACATGGAGCTAATG 722
24 SDYTAAIDVWSVGCIYMELM 233

723 AACAGAACGCCTTTATTTGCCGGTAGAGATCATGTGCACAAAATGCGATTGTTGACTGAG 782
24 NRTPLFAGRDHVHKMRLLTE 253

783 TTGCTTGCAGCACCAACTGAGCCCGATCTTGGATTTGTTCGAAATGAAGATTCAAGAAGA 842
24 LLAAPTEPDLGFVRNEDSRR 273

843 TATATTCTGCAGCTTCCTCGACGTCCTCGTCTGTCACTAAGAATGCTTTATCCACAAGTC 902
24 YILQLPRRPRLSLRMLYPQV 293

903 CATCCTGTAGCCATCGACCTCATTGATAAAATGCTTACATTTGATCCCTCCAAAAGAATT 962
24 HPVAIDLIDKMLTFDPSKRI 313

963 ACAGTGGAAGAAGCATTAGCTCATCCCTATCTGGAGAGATTACATGATGTGTCTGATGAA 1022
S4TVEEALAHPYLERLHDVSDE 333

1023 CCAGTTTGCTCAAAACCGTTCTCGTTTGAGTTTGAGACGGCACATCTTGGAGAAGAACAG 1082
3 PVCSKPFSFEFETAHLGEEQ 353

1083 ATAAAAGAGATGATTTACCAGGAGGCCTTATCCTTTAACCCAGGCATGGCATAAcatata 1142
354 I KEMIYQEALSFNPGMA* 370

1143 gccteccattggaccccttecectttttcctttcgaatatttcaaaagaaaaatgttatgat 1202
1203 atatgaagaaatgaatctgttagtgagtgcttgaagaaagcagtttcaatctgataaaaa 1262
1263 ctcatcaaaaagcaacagcatggaaaacatttgaggtgtgttttcttagcggattctaga 1322
1323 gatccctgctctggtcaactttatcagtttcttttgttttggttttgtcttgcatctttt 1382

1383 gctgacagatgaacttccaggccttaatttcttgtttatccatttgcccgtttctttttt 1442

1443 tacaaatatttttttgttgaaaggattccattcctttggttcattatgatgttcataccc 1502

1503 aggtatatgtaaatgtagcatgtattttaaaccatattatgttgagcacatcatattgta 1562
1563 cttaaactctctgtcataacatagtctctcaatttgtttgttcatcaaaaaaaaaaaaaa 1622
1623 aaaaaa 1628
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Anhang 6. DNA-Sequenz des langsten Petersilie-MPK3-cDNA-Klons und abgeleitete
Aminosauresequenz des langsten offenen Leserahmens.
2ggcacgagccgagatcttcaaaacacacacgcacacactttgtatctaATGGACGGTTCA 61

MDGS 4

62 ACTCAGCCATCCGACACCGTGATGTCCGACGCAGCTCCGGCATCTCAAACCGCCGGGATC 121
5TQPSDTVMSDAAPASQTAGI 24

122 GAGAATATTCCGGCGAGTCTGAGCCACGGCGGGCGTTTCATTCAGTACAACATCTTCGGT 181
2Z5ENIPASLSHGGRFIQYNIFG 44

182 AACATCTTCGAAGTGACTGCTAAGTATAAGCCTCCTATCTTGCCTATCGGTAAAGGCGCT 241
45 NIFEVTAKYKPPILPIGKGA 64

242 TATGGCATCGTTTGTTCGGCGTTGAATTTGGAGACGAATGAACACGTGGCAATTAAGAAG 301
65 YGIVCSALNLETNEHVAIKK 84

302 ATTGCTAATGCTTTCGATAATAAAGTCGATGCTAAGAGGACTTTGCGCGAGATTAAGCTT 361
85| ANAFDNKVDAKRTLREIKL 104

362 CTTCGCCACATGGATCACGAAAATGTTGTTGCAATTAGAGATATTATACCGCCACCTCAG 421
I5LRHMDHENVVAIRDIIPPPQ 124

422 AGGGGGTCATTTAATGATGTGTACATTGCATATGAGCTTATGGATACAGATCTCCATCAA 481
125 RGSFNDVYIAYELMDTDLHQ 144

482 ATTATTCGTTCAAACCAAGGGCTATCAGAGGAGCATTGCCAGTACTTTTTGTATCAGATC 541
1451 ITRSNQGLSEEHCQYFLYOQI 164

542 CTCCGGGGGTTGAAATACATACATTCTGCAAACGTTCTACATAGAGACTTGAAACCCAGC 601
65 LR GLKYIHSANVLHRDLKPS 184

602 AATCTGCTTTTAAATGCCAATTGTGATCTTAAAATATGTGATTTTGGATTAGCTCGTGTG 661
IS NLLLNANCDLKICDFGLARYV 204

662 ACTTCCGAAACTGATTTTATGACAGAATATGTTGTTACAAGATGGTACAGAGCACCAGAG 721
206TSETDFMTEYVVTRWYRAPE 224

722 CTATTATTAAATTCATCTGATTATACTGCTGCCATTGATGTATGGTCAGTGGGATGCATT 781
25 LLLNSSDYTAAIDVWSVGCI 244

782 TTCATGGAGTTGATGGACAGGAAGCCTTTATTTCCTGGCAGAGATCACGTACACCAACTC 841
225 FMELMDRKPLFPGRDHVHQL 264

842 CGATTGCTGATGGAGCTGATTGGCACACCTTCAGAGGCGGAACTAGAGTTTCTGAATGAA 901
265 RLLMELIGTPSEAELEFLNE 284

902 AATGCAAAAAGATACATTAGGCAGCTTCCTCTTTATCGTCGGCAGTCACTGACTGAAAAA 961
2856 NAKRYIRQLPLYRRQSLTEK 304

962 TTTCCAAATGTTCATCCTTCTGCTATAGATCTTGTTGAGAAGATGTTGACATTTGATCCT 1021
30FPNVHPSAIDLVEKMLTFDP 324

1022 AGAAGGAGACTTACAGTTGAAGATGCACTGGCACATCCCTACCTCACGTCACTGCACGAC 1081
325 RRRLTVEDALAHPYLTSLHD 344

1082 ATCAGTGACGAGCCTGTATGTGCTGCTCCTTTTAGCTTTGACTTTGAACAGCATGCATTG 1141
345 I SDEPVCAAPFSFDFEQHAL 364

1142 ACTGAAGAACAGATGAGGGAGCTAATCTACAGAGAGGCTCTCGCATTCAATCCTGAGCAT 1201
365 TEEQMRELIYREALAFNPEH 384

1202 CAGCAGATGTAAggaactaattggtgtttgtttgttggggacttgtggttacaactggtg 1261
385 Q Q M~ 387

1262 tgttctgttttttttttttttctcataattttcccccatgacattctcatggatgatgge 1268

1322 actggaatttgagagatactgatgtggaatggttaattagatttttcaattattaaattt 1381
1382 tcagcttgaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 1389
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Anhang 7. DNA-Sequenz des langsten Petersilie-MPK4-cDNA-Klons und abgeleitete
Aminosauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

3 cacgagaaaaaaagttatgcattcacacgtgaaattgtcacccttcacggatgatcatgt 62
63 cttttttagttcaaaaagagtggccctttttcacaattcacagtttctttctttactttt 122
123 cttgattttcctattttttcagtgtaaaaaatgtcacacccgtcttcattttccaccata 182
183 atccactaaagaaatgtcaacaacttgattggaaaatacccttcctcttcttccctaaat 242
243 ttagtagcttcttgttcttgttttgttctaaattgtcttctttgttgagtttctgagtaa 302
303 ttttcttgttttggggtttaatttttttggtaagtagaggaatct ATGGAGTCAAGTTCT 362
1 MESSS 5

363 GCAGCTACAGCTGATCATACACATATCAAAGGTGTGCCTACTCATGGTGGACGCTATGTT 422
6 AATADHTHIKGVPTHGGRYV 25

423 CAGTACAATGTGTATGGTAATCTCTTTGAAGTTTCTCGAAAATATGTTCCTCCAATCCGC 482
26 QY NVYGNLFEVSRKYVPPIR 45

483 CCTGTCGGCCGTGGCGCTTATGGTATAGTTTGTGCTGCTATGAACTCTGATACGCGTGAG 542
46PVGRGAYGIVCAAMNSDTRE 65

543 GAAGTTGCCATCAAGAAAATTGGTAATGCATTTGACAATCGAATAGATGCCAAAAGGACA 602
66 EVAIKKIGNAFDNRIDAKRT 85

603 CTTCGGGAAATTAAACTTCTTCGTCACATGAATCATGAAAATGTAATTGCAATTAAAGAC 662
8 LREIKLLRHMNHENVIAIKD 105

663 ATCATAAGGCCTCCACAGATTGAAAGTTTCAATGATGTTTACATTGTTTACGAACTGATG 722
106  RPPQIESFNDVYIVYELM 125

723 GACACAGATCTTCATCAAATAATTCGCTCTAACCAGCAACTCACTGATGATCATTGTCGG 782
1266 DTDLHQIITRSNQQLTDDHCR 145

783 TATTTTCTTTACCAACTATTGCGAGGACTGAAATATGTTCATTCTGCAAATGTCCTGCAT 842
146 YFLYQLLRGLKYVHSANVLH 165

843 CGTGATTTAAAGCCGAGCAATTTGCTCCTCAATGCAAATTGTGACCTAAAAATTGGAGAT 902
166 RDLKPSNLLLNANCDLKIGD 185

903 TTCGGCCTTGCAAGGACAACTTCTGAAACTGATTTTATGACTGAATATGTTGTTACTCGC 962
188 FGLARTTSETDFMTEYVVTR 205

963 TGGTACCGAGCACCAGAATTGCTCCTTAATTGCTCAGAGTATACTGCAGCAATTGATATC 1022
26WYRAPELLLNCSEYTAAIDI 225

1023 TGGTCAGTTGGTTGCATACTTGGTGAAGTTATGACCAGACAGCCCCTGTTCCCTGGGAAA 1082
26 WSVGCILGEVMTRQPLFPGK 245

1083 GATTATGTTCATCAGCTGAGACTAATTACTGAGCTCATAGGTTCACCTGATGATGCCAGT 1142
2246 DYVHQLRLITELIGSPDDAS 265

1143 CTTGGATTTCTCAGAAGTGATAATGCTCGAAGATACGTGAGGCAGCTTCCCCAGTATCCA 1202
266 LGFLRSDNARRYVRQLPQYP 285

1203 AAGCAACAATTCTCTGCTAGATTTCTTAACAAATCTCCTGGAGCTCTAGATTTGCTGGAA 1262
26K QQFSARFLNKSPGALDLLE 305

1263 AAAATGCTAATCTTTGATCCCAACAGGCGCATTACAGTTGACGAGGCACTTTGCCACCCA 1322
306 KMLIFDPNRRITVDEALCHP 325

1323 TACTTGGCAGCTCTTCATGACATAAACGAGGAACCTGTTTGTCCTCGCCCTTTTAGTTTT 1382
326 YLAALHDINEEPVCPRPFSF 345

1383 GACTTTGAGCAGCCAACGTGCACTGAAGAAAATATCAAGGAACTTATCTGGAAGGAATCT 1442
346 DFEQPTCTEENIKELIWKES 365

1443 GTGAAGTTCAATCCTGACCCGATTCTCTGAgtatcatgttatagtgattgttatcaaatg 1502
366 VKFNPDPIL*™ 374

1503 aatattatagatgttgcaacatgaattaatattgtatcaaaactaattaagaatgatcct 1562
1563 caagtagaattgatcaaataaatagaatggatatactgagggtcaaccaggttgttccca 1622
1623 ctattgaaattaagattcatttgtcattcttaacttgaaatattccaatgctgcagetct 1682
1683 gagttgcagattatttttaagtcttttactttggtgcaaaaaaaaaaaaaaaaa 1736
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Anhang 8 DNA-Sequenz des langsten Petersilie-MPK5-cDNA-Klons und abgeleitete
Aminosauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

1 GCACGAGCAGATCTTCATCAGATAATTCGCTCTAACCAACAACTTACAGATGATCATTGC 60
1ARADLHQIIRSNQQLTDDHC 20

61 AGGTATTTTCTTTACCAGCTTTTGCGAGGACTGAAGTATGTTCATTCTGCAAATGTCTTG 120
2lRYFLYQLLRGLKYVHSANVL 40

121 CACCGTGACTTGAAGCCTAGCAATCTGCTCCTCAATGCAAATTGTGACTTGAAAATTGGA 180
41HRDLKPSNLLLNANCDLKIG 60

181 GATTTCGGTCTTGCAAGGACAACTTCTGAAACTGATTTCATGACTGAATATGTTGTTACT 240
61DFGLARTTSETDFMTEYVVT 80

241 CGCTGGTACCGGGCCCCTGAATTGCTCCTTAATTGCTCAGAGTACACTGCAGCAATTGAT 300
81RWYRAPELLLNCSEYTAAID 100

301 ATCTGGTCAGTTGGTTGCATACTCGGTGAGATTATGACCAGACAGCCCTTGTTCCCTGGC 360
001 IWSVGCILGEIMTRQPLFPG 120

361 AAAGATTATGTTCATCAGCTGAGACTTATTACCGAGCTCATAGGTTCACCTGACGATGCC 420
122 KDYVHQLRLITELIGSPDDA 140

421 AGTCTTGGGTTTCTCAGAAGTGATAATGCCCGGAGATACGTGAGGCAGCTTCCCCAGTAT 480
141 SLGFLRSDNARRYVRQLPQY 160

481 CCAAGGCAACTATTCTCAGCTAGATTTCTTAACAAATCTCCAGGAGCTCTAGATTTGCTG 540
61 PRQLFSARFLNKSPGALDLL 180

541 GAGAAAATGCTCATCTTTGATCCCAACCGGCGTATTACAGTTGATGAGGCACTCTGCCAC 600
1IB1EKMLIFDPNRRITVDEALCH 200

601 CCATACTTGGCACCTCTTCACGATATTAACGAGGAGCCTGTTTGTCCTCAGCCTTTTAGT 660
200PYLAPLHDINEEPVCPQPFS 220

661 TTTGACTTTGAGCAGCCATCATGCACCGAAGAGAATATCAAGGAACTCATCTGGAGGGAA 720
221 FDFEQPSCTEENIKELIWRE 240

721 TCTGTTAAATTCAATCCTGACCCGATTTATTAAGGAGTTCCATTTGCTAAGTGAGTGTTG 780
241 SVKFNPDPIY* 250

781 ttgaatgctgttagatatttgcagtggcaaaaccatttaagaattatcctcaagtagatc 840
841 tgatcaaataaacagagtggataaattgcgattcatttatcatccttgtaatattctgag 900
901 ctgcggtagactagtagagttcatagttgttgctctttgcagagtattctctctttttat 960
961 cttggtggtggaaagtatctttccgaaaatgtagtcagttttaaactggttcttttaaaa 1020
1021 aaaaaaa 1027
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Anhang 9 DNA-Sequenz des Petersilie-2H1-cDNA-Klons und abgeleitete Amino-
sauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

1 GGCACGAGGGCTAATGTTCATGATTCTTTGCCTCCGCGTGACGATCATTTCATATCATAC 60
1GTRANVHDSLPPRDDHFISY 20

61 TCAACTCCTCTCCAACAAGTTAACCTTAGTAAAAACCAGAAACCGAAATTATTCAAGTCT 120
2STPLQQVNLSKNQKPKLFEKS 40

121 TTTCATTCTTTTACTGACGTAAACAAGAAGAATCTAGCACCAGTGCAATCTTCTAGCCAT 180
41FHSFTDVNKKNLAPVQSSSH 60

181 GAGGATACGGACAAGAAGAAGAAGAAGAATTCGGGTATACGAAATATATTTGGTAAGCCG 240
6lEDTDKKKKKNSGIRNIFGKP 80

241 AGTAAAAGAAGTGATTATGAGCCGCCTTTGACAGCTCCTTCTGATAAAAAGGCACCTAGT 300
81SKRSDYEPPLTAPSDKKAPS 100

301 TTAGGTCAACTGCAACGATTTTCGAGTGGTCGAAATTCGTTATCGAATTTTGATTGGACG 360
I1LGQLQRFSSGRNSLSNFDWT 120

361 ACTGCACAGATATCTCCGGCAGAGGAGCATGATGATGAGAGCGACGCAGAGTGGGATGAA 420
122 TAQISPAEEHDDESDAEWDE 140

421 GAAGATGCCAAGATATCGTTTTCAGCACCGATAAGTTTGAGTAGCTGCAGTGTGGCTAAT 480
1M1 EDAKISFSAPISLSSCSVAN 160

481 GTAGAGCCGAGAAAAGAGATTAATTTGTGGAAGAGAAGAACTATGCCTCAACCTAAGCCT 540
161 VEPRKEINLWKRRTMPQPKP 180

541 CCTCAACTTAATACTTGACcctcatgtaagggaccatcacccccnnnnnnnnnnggtttga 600
181 PQLNT* 185

601 cctcagaagatttgtttatcctttaatattgttttacagattctatttcttttgtaatta 660
661 agttttgtatgcttgatgaatcaggcttgtacataattgcttacttaaacagattattat 720
721 ttgcccaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 726

Anhang 10 DNA-Sequenz des Petersilie-2H4-cDNA-Klons und abgeleitete Amino-
sauresequenz des langsten offenen Leserahmens.

1 AAGCTGGGTCGGTCTACTAACAGTGCTCCCATCTTGAAGATTCAAAGGGGTGACATCACC 60
l1KLGRSTNSAPILKIQRGDIT 20

61 CGATGGTTTGTTGATGCCTCTTCCGATGCTATTGTTAATCCGGCCAATGAGCGAATGCTT 120
2ZRWFVDASSDAIVNPANERML 40

121 GGTGGTGGTGGTGCTGATGGTGCTATTCATAGAGCTGCTGGTCCGGAACTCAGAGAATCA 180
41GGGGADGAIHRAAGPELRES 60

181 TGCTATAGTGTGCCTGAAGTTCGACCTGGAGTCCGCTGCCCAACTGGAGAAGCAAGGATC 240
61CYSVPEVRPGVRCPTGEARI 80

241 ACCCCAGGATTTCGGTTGCCAGCCTCTCATGTTATTCACACTGTTGGGCCAATATATGAT 300
81TPGFRLPASHVIHTVGPIYD 100

301 GTTGATAGCAACCCTGCAGCCTCTTTAAGAGGCTCATACAGAAACAGTTTGCATGTTGCT 360
11 VDSNPAASLRGSYRNSLHVA 120

361 AAAGACAACAACATTAAGTTTATCGCGTTTCCTGCCATATCTTGCGGTGTTTATGGATAT 420
122 KDNNIKFIAFPAISCGVYGY 140

421 CCTTATGGCGAAGCTGCAACTCTGGCTATATCAACAGTTAAAGAGTACGCAAATGGCCTC 480
141 PYGEAATLAISTVKEYANGL 160

481 AATGAGGTGCATTTCGTCTTGTTTGAGGAATCTGTTTACAATGTTTGGTTAAGCAAGGCA 540
61 NEVHFVLFEESVYNVWLSKA 180

541 AATGAATTGCTCCAAACTTAGtgctcacgttttgcattcaaaatggcattaatctgctta 600
1IBINELLQT®™ 186

601 gatgttttttgggatcaaagaatgcagaaaatggagtttaggtttgaggtaatatgtcaa 660

661 cttgtattgcattcaagctactggacctctggtattatgaatgaatatgtgtaacaccac 720
721 gctctgatttaaaaaaaaaaaaaaaaaa 731
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