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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Erkennung von Signalen in der Pathogen-Abwehr von Arabidopsis thaliana

Fur Pflanzen als sessile Organismen ist es notwendig abiotische und biotische
Umwelteinflusse zu erkennen und mit entsprechenden Mechanismen zu reagieren. Dabei stellt
die Interaktion mit Pathogenen wie Bakterien oder Fressfeinden ein Stressausloser dar. Diese
Ausldser werden ber Signalrezeptoren an der Zelloberflache erkannt und daraufhin werden
uber die Aktivierung unterschiedlicher Signalwege entsprechende Reaktionen initiiert. Dabeli
spielt die Erkennung von sogenannten Pathogen-assoziierten molekularen Strukturen
(PAMPs) und pflanzeneigenen Schaden-assoziierten molekularen Strukturen (damage-
associated molecular patterns, DAMPs) durch Muster-Erkennungs-Rezeptoren (pattern-
recognition receptors, PRR) einen fir das jeweilige Pathogen spezifischen Schritt dar. Die
dadurch ausgeltsten Reaktionen werden als Muster-induzierte Immunitat (pattern-triggered
immunity, PTI) bezeichnet. Bei den PAMPS/DAMPSs handelt es sich um konservierte Bereiche
von zum Beispiel dem Flagellin Protein von Bakterien, dem Elongationsfaktor-Tu (EF-Tu)
oder Chitin als ein Polysaccharid aus Zellwanden von Pilzen. Untersuchungen haben gezeigt,
dass fur die Induktion der PTI ein 22 Aminosduren langes Peptid des Flagellin Proteins
(flg22) oder ein 18 Aminosduren langes Peptid des EF-Tu (elfl8) fir die Aktivierung
ausreichend sind (Felix et al., 1999; Zipfel et al., 2006). Unter Laborbedingungen werden
diese Peptide zum Imitieren einer Pathogen-Attacke verwendet. Die durch Verwundung oder
Infektion prozessierten Zellwandbestandteile oder abgegebenen Peptide werden als DAMPSs
bezeichnet. Die fur die Erkennung von PAMPs/DAMPs notwendigen PRRs kdnnen Rezeptor-
ahnliche Kinasen (receptor-like kinases, RLKs) oder Rezeptor-ahnliche Proteine (receptor-
like proteins, RLP) sein. Einige der RLKSs besitzen Leucin-reiche Wiederholungen (leucine-
rich repeats, LRR) in ihrer extrazellularen Ectodoméne zur Bindung von PAMPs/DAMPs.
Bei der Erkennung ihrer passenden Liganden bilden die PRRs FLS2 (FLAGELLIN-
SENSITIVE2) und EFR (EF-TU-RECEPTOR) jeweils einen Rezeptor-Komplex mit BAK1
(BRI1-ASSOCIATED RECEPTOR KINASE), einem Rezeptor-Protein (Chinchilla et al.,
2007; Heese et al., 2007). Ein Komplex aus LYKS5 (LYSIN MOTIF RECEPTOR KINASES)
und CERK1 (CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE1L) bildet den Rezeptor fiir Chitin
(Cao et al., 2014). Alle diese RLKs sind tiber ihre Transmembran-Domane in der Membran
verankert (Abbildung 1).
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Abbildung 1 Darstellung der Signalweiterleitung in der Pathogen-Abwehr von Pflanzen. Die Erkennung von

ntwor

pathogen/damage-associated molecular patterns (PAMPs) durch RLK pattern-recognition receptors (PRRS)
Komplexen filhrt zur Aktivierung der pattern-triggered immunity (PT1) in Pflanzen. Uber die Aktivierung von
MAP Kinase Kaskaden werden unter anderem Transkriptionsfaktoren (TF) phosphoryliert und die Expression

von abwehrrelevanten Genen beeinflusst. Abbildung nach Zhang et al., 2018

In Folge einer PAMP/DAMP-Erkennung werden Signale Uber die intrazellulare Kinase-
Doméne der PRRs in das Zellinnere Ubermittelt und dort, je nachdem um welche
PAMP/DAMP-PRR Kombination es sich handelt, spezifische Signalwege aktiviert. Zu den
schnell messbharen Reaktionen gehdrt der Anstieg der reaktiven Sauerstoff-Spezies (reactive
oxigen species, ROS) und der Calcium-lon (Ca®") Einstrom (Ranf et al., 2011; Waszczak et
al., 2018). Der Stimulus-abhangige Einstrom von Ca®* wird von Calcium Sensor Proteinen
(CSP) registriert und Uber Interaktionen oder Phosphorylierungen auf weitere Proteine
ubertragen. Diese CSP sind Calmodulin, CALCINEURIN B-LIKE PROTEINS und Calcium-
abhangige Protein Kinasen (CALCIUM-DEPENDENT PROTEIN KINASES, CDPKs)
welche durch die Bindung von Ca®* eine eigen-vermittelte Phosphorylierung, und damit
Aktivierung, unterlaufen und Uber Phosphorylierung von Zielproteinen diese Signale
weitergeben. Als Beispiel dafiir konnte gezeigt werden, dass durch die CPK4, CPK5 und
CPK11 bei in vitro Experimenten eine Ca**-abhangige Phosphorylierung der WRKY
Transkriptionsfaktoren (TF) WRKY8, WRKY28 und WRKY48 mdglich ist. Gleichzeitig
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wird die Ca**-abhangige Phosphorylierung von RBOHD (RESPIRATORY BURST
OXIDASE HOMOLOG PROTEIN D) und RBOHF (RESPIRATORY BURST OXIDASE
HOMOLOG PROTEIN F) in vitro durch CPK1, CPK2, CPK4 und CPK11 vermittelt (Gao et
al., 2013). RBOHD st ein gut untersuchter enzymatischer Komplex zur Generierung von
reaktiven Sauerstoff-Spezies und zeigt einen hohen Grad an Stress-induzierter Aktivitat (Liu
and He, 2016). In der PTI werden neben dem Calcium-Einstrom und dem ROS Anstieg
weitere Reaktionen zur Pathogen-Abwehr aktiviert. Darunter fallen unter anderem die
Aktivierung der MAP (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN) Kinase Kaskaden zur
Weiterleitung von Signalen zu den spezifischen Substraten, wie Transkriptionsfaktoren oder
Biosynthese Enzymen, zum Beispiel zur Aktivierung der Camalexin- oder Ethylen-
Biosynthese (Joo et al., 2008, 6; Qiu et al., 2008a). Die Analyse dieser Substrate kann weitere
wichtige Informationen fir die Entschllsselung dieses komplexen Signalnetzwerks

hervorbringen.

Auf der Zelloberflache von pflanzlichen Zellen sind unzéhlige weitere Rezeptoren zur
Erkennung von Liganden angeordnet. Diese kdnnen zum Beispiel in der prézisen Regulation
der pflanzlichen Entwicklung eine Rolle spielen. Dabei wird vor allem die Kommunikation

von Zellen und Organen untereinander sicher gestellt.
1.2 Die Erkennung von Signalen in der Bluten-Entwicklung von Arabidopsis thaliana

Wahrend des Wachstums werden Zellbegrenzung, Zellteilung und auch Differenzierung von
Pflanzenzellen mit Hilfe von Botenstoffen wie Hormonen oder Peptid-Liganden vermittelt.
Auch in diesem Fall werden die jeweiligen Signale durch Rezeptoren erkannt und durch
entsprechende Signalwege die passenden Reaktionen aktiviert. Im Gegensatz zu den zu
erkennenden Strukturen in der Pathogen-Abwehr sind es in der pflanzlichen Entwicklung vor
allem endogene Peptide, deren Transport durch N-terminale Signalsequenzen in den
extrazellularen Raum stattfindet. Darunter fallen zum Beispiel IDA (INFLORESCENCE
DEFICIENT IN ABSCISSION), CLV3 (CLAVATA3) oder EPFs (EPIDERMAL
PATTERNING FACTORS) (Stenvik et al., 2008; Katsir et al., 2011). Analog zu den flg22
oder elfl8 Peptiden in der Pathogen-Abwehr konnten in Experimenten entsprechende
Signalwege durch verkiirzte beziehungsweise synthetische Peptide aktiviert werden. Eine
frihere Abtrennung von Blitenorganen bei der Behandlung von Col-0 Pflanzen mit dem
synthetischen IDA EPIP Peptid im Vergleich zu unbehandelten Pflanzen zeigte, dass dieses
Peptid, bestehend aus 20 Aminoséauren des prolin-reichen C-terminalen EPIP Motives, durch

die entsprechenden Rezeptoren erkannt werden konnte. Da jedoch hohe Konzentrationen flr

3
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diesen Effekt notwendig waren, besteht die Mdoglichkeit das post-translationale
Modifikationen flr eine effizientere Erkennung erforderlich sind (Stenvik et al., 2008). Die
Peptide der CLE (CLAVATA3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION) Familie werden
ausgehend von dem 14 Aminoséuren langen CLE Motiv im C-Terminus zu aktiven CLEp
Peptiden prozessiert. Im Gegensatz dazu, bilden die Mitglieder der EPF Familie aus dem 45
Aminoséuren langen Pro-Peptid des C-Terminus eine durch Disulfid-Briicken stabilisierte
Struktur mit variablen Schleifen-Strukturen zwischen den Mitgliedern aus (Katsir et al.,
2011). Die Erkennung dieser Peptide erfolgt liber Rezeptor Komplexe aus zum Beispiel den
redundanten RLKs HAE (HAESA) und HSL2 (HAESA-like2) mit SERKs (SOMATIC
EMBRYGENESIS RECEPTOR KINASE) fir IDA oder der Rezeptor-&hnlichen Protein
Kinase ER (ERECTA) mit TMM (TOO MANY MOUTHS) fiir EPFs (Abbildung 2).

HAE/HSL2 ER/ ERLs

+IDA SERKs  eprs B

s TMM

trganaen

& 0000 00999990%%
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Abbildung 2 Darstellung der Signalweiterleitung in _der Bliitenentwicklung. Die von Pflanzen in den

extrazellularen Raum abgegebenen endogenen Peptide wie IDA und EPF werden durch RLK Komplexe
erkannt. Die spatiotemporale Aktivierung von MAP Kinase Kaskaden fiihrt zur Regulation von Mechanismen
in Wachstum und Entwicklung wie die Anordnung der Spaltéffnungen und die Abtrennung von Zellen.
Abbildung nach Zhang et al., 2018
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Die Erkennung der EPFs durch die ER Rezeptor-ahnliche Protein Kinase fiihrt zur Regulation
der Architektur des Blitenstandes, der Bildung und Anordnung von Spaltéffnungen und der
Entwicklung der Samenanlage (Meng et al., 2012). Die homologen Rezeptoren ERL1 (ER-
likel) und ERL2 zeigen dabei eine teilweise redundante Funktionsweise zu ER. Die
unterschiedliche Wirkungsweise verschiedener EPFs wird dabei zum Beispiel durch die
ausschlielliche Expression von EPF1 und EPF2 auf die friihen und spaten Phasen der
Spezialisierung von Zellen zu Spaltoffnungen begrenzt. Die daraufhin in den extrazellularen
Raum abgegebenen Peptide werden von Nachbarzellen ber ER und ERL1 erkannt und
verhindern deren Ausbildung zu weiteren Spaltoffnungen (Lee et al., 2012). Im Gegensatz
dazu fuhrt die Erkennung von EPFL4 (EPF-like4) und EPFL6 (EPF-like6) zur Regulation der
Architektur des Blitenstandes uber die Regulation der Zellteilung und somit des Wachstums
des Blutenstandes (Cai et al., 2017).

Das Expressionsmuster von IDA ist ebenfalls begrenzt auf spezielle Zelltypen und
Entwicklungsstadien wie der Blltenentwicklung (Vie et al.,, 2015). Hierbei fihrt die
Erkennung von IDA durch HAE/HSL2 zur Regulation der Zelltrennung wéhrend der
Abtrennung von Blutenorganen (Shi et al., 2011).

Die Erkennung von Signalpeptiden durch Rezeptoren allein ist nicht ausreichend um zum
Beispiel die Genexpression zu beeinflussen. Hierflr ist eine gezielte und streng regulierte
Weiterleitung der Signale innerhalb der Zellen notwendig. Alle bereits erwéhnten Rezeptoren
geben mit Hilfe ihrer Kinase-Doménen die Signale Uber Signallbertrdger unter anderem an
MAP Kinase Kaskaden weiter. Das erstaunliche dabei ist, dass sowohl Rezeptoren, deren
Funktion in der Pathogen-Abwehr liegen, als auch Rezeptoren fiir endogene Peptide tber die
identische Zusammenstellung von MAP Kinasen in einer Kaskade ihre Signale weitergeben.
Diese phosphorylieren dann wiederrum die jeweiligen spezifischen Substrate des
Signalweges. Zur Aufkl&rung von diesen Signalprozessen ist daher, neben der Identifizierung
der zustandigen MAP Kinase Kaskade, vor allem die Charakterisierung der zustandigen
Substrate notwendig. Im Folgenden soll nun auf bekannte MAP Kinase Kaskaden und deren

Substrate eingegangen werden.
1.3 MAP Kinase Kaskaden in der Signalweiterleitung

Nach der Erkennung von PAMPs/DAMPs in der Pathogen-Abwehr werden die Signale
mittels Phosphorylierungen auf Kinasen, die im Folgenden als Signallbertrager bezeichnet
werden, Ubertragen. Deren Funktion liegt nun in der Phosphorylierung und damit Aktivierung
von MAPK Kinase Kinasen (MAPKKK). Daraufhin erfolgt die Aktivierung (ber
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Phosphorylierung der MAPK Kinase (MAPKK), welche wiederum die untergeordnete MAPK
phosphoryliert. Von diesen MAPK ausgehend werden unterschiedliche Substrate
phosphoryliert und somit zum Beispiel in ihrer Stabilitat (Joo et al., 2008, 6), in ihrer
Lokalisation (Djamei et al., 2007) oder ihrer Interaktion mit weiteren Proteinen (Qiu et al.,
2008a) beeinflusst. In Arabidopsis thaliana (A. thaliana) wurden 20 MAPKs, 10 MAPKKSs
und 60 MAPKKKSs identifiziert und einige davon wurden bereits in ihrer Funktion bestatigt
(MAPK Group, 2002). Die MAP Kinasen konnen entweder ein Thr-Glu-Tyr (TEY) oder Thr-
Asp-Tyr (TDY) Aktivierungsmotiv tragen (Oostdyk et al., 2019). Darauf aufbauend ist es
uber Sequenzvergleiche mdglich, eine weitere Einteilung der TEY MAP Kinasen in drei
Untergruppen (Gruppe A, B oder C) und der TDY MAP Kinasen in die vierte Untergruppe D
vorzunehmen (MAPK Group, 2002). Die abwehrrelevanten MAP Kinasen MAP Kinasel
(MPK1), MPK3, MPK4, MPK6, MPK11 und MPK13 kénnen durch PAMP-Behandlung
aktiviert werden (Bethke et al., 2012; Nitta et al., 2014). Dabei sind MPK3 (MITOGEN-
ACTIVATED PROTEIN KINASE3), MPK6 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASE6) und MPK4 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE4) die am besten
untersuchten PAMP-induzierten MAP Kinasen in A. thaliana. MPK3 und MPK6 kdnnen der
Gruppe A und MPK4 und deren paraloge Kinase MPK11 der Gruppe B zugeordnet werden
(MAPK Group, 2002).

Um die Funktion und Wirkungsweise der MAP Kinase Kaskaden vollends entschliisseln zu
konnen, ist es notwendig die Signalwege von den zustdndigen Rezeptoren, Uber die Kinasen
der Kaskaden bis hin zu den spezifischen Substraten nachzuverfolgen. Als Beispiel ist hier
der Signalweg von der Erkennung von Chitin Uber den CERK1/LYK Rezeptor-Komplex, die
Rezeptor-dhnliche cytoplasmatische Kinase PBL27 als Signallbertrager bis hin zur
MAPKKKS5 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE KINASES5) zu nennen.
Die Phoshporylierung im C-terminalen Teil von MAPKKKS5 erfolgt dabei unter Abhéngigkeit
von CERK1 (Yamada et al., 2016). Diese MAPKKK bildet in diesem Fall die Ubergeordnete
Kinase fir MKK4 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE4)/MKK5
(MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASES5) und MPK3 /MPKG6. Neben der
PBL27 als Mitglied der RLCK VII-4 (RECEPTOR-LIKE CYTOPLASMIC KINASES VII-4)
Familie konnte gezeigt werden, dass auch weitere Mitglieder dieser Familie fir die
Phosphorylierung der MAPKK Kinasen MAPKKKS5 und MEKK1 (MAPK/ERK KINASE
KINASE1) verantwortlich sind. Je nachdem um welches Mitglied es sich handelt, kénnen
diese vermutlich sowohl nach Chitin als auch nach flg22 Erkennung agieren (Bi et al., 2018).
Die MEKK1 bildet mit den untergeordneten Kinasen MKK1 (MITOGEN-ACTIVATED
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PROTEIN KINASE KINASE1)/MKK2 (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE
KINASE2) und MPK4 die als MPK4 Kaskade bezeichnete Kaskade (Qiu et al., 2008b). Als
weiterer Signallibertrdger nach der flg22 Erkennung konnte BSK1 (BRASSINOSTEROID-
SIGNALING KINASE1) als Verbindung zwischen FLS2 und MAPKKKS identifiziert
werden (Yan et al.,, 2018). Ob die MAPKKKS5 tatséachlich als MAPKK Kinase der
MPK3/MPK6 Kaskade nach der Erkennung von flg22 fungiert, ist aufgrund abweichender
Datensatze nicht eindeutig. Fir mapkkk5 Mutanten wurden nach flg22 Behandlung sowohl
Daten Uber eine verstarkte MPK3/MPKG6 Aktivierung (Yamada et al., 2016), tber eine stark
reduzierte MPK3/MPK6 Aktivierung (Sun et al.,, 2018) und Uber eine sehr schwache
Reduktion der MPK3/MPK®6 Aktivierung (Yan et al., 2018; Bi et al., 2018) veroffentlicht. Es
scheint bei diesen Untersuchungen durch die Funktion von weiteren redundanten Kinasen zu
nicht eindeutigen Ergebnissen zu kommen. Es ist jedoch durchaus wahrscheinlich, dass die
MAPKKKS5 ebenfalls in die Erkennung von flg22 involviert ist, da die Interaktion mit
MKKZ1/2/4/5/6 (Yan et al., 2018) beziehungsweise MKK2/4/5 (Yamada et al., 2016) gezeigt
werden konnte (Abbildung 1).

Wenn man sich nun auf die pflanzliche Entwicklung fokussiert und dort die Funktionsweise
von MAP Kinase Kaskaden untersucht, ist festzustellen, dass im Vergleich zur Pathogen-
Abwehr identische Kinasen involviert sind. Die Regulation der Architektur des Bliitenstandes
und die Bildung und Anordnung von Spaltéffnungen erfolgt nach der Erkennung von EPFs
uber die MAPKK Kinase YDA (YODA) mit den untergeordneten Kinasen MKK4/MKK5-
MPK3/MPK6 (Wang et al., 2007; Meng et al., 2012). Zuséatzlich lauft der Signalweg zur
Abtrennung von Bliitenorganen nach der Erkennung von IDA durch HAE/HSL2 ebenfalls
uber die MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 MAP Kinase Kaskade. Im Gegensatz zur Regulation
der Anordnung von Spaltéffnungen konnte die MAPKK Kinase fur diesen Signalweg noch
nicht identifiziert werden (Cho et al., 2008) (Abbildung 1).

Dieses Auftreten von teilweise identischen MAP Kinase Kaskaden in Signalwegen der
Pathogen-Abwehr und Entwicklung zeigt deutlich, dass eine Kombination von verschiedenen
MAP Kinasen nicht ausschlieBlich die notwendige Spezifitat hervorbringen kann. Vielmehr
spielen in diesem Bereich der Signalweiterleitung die von den MAP Kinasen phosphorylierten
Substrate unter variablen Bedingungen eine entscheidende Rolle und generieren dadurch die
eigentliche Identitat der MAP Kinase Kaskaden. Es sollen daher ausgesuchte Substrate der

MAP Kinasen vorgestellt und eingeordnet werden.
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1.3.1 Substrate der MAP Kinase Kaskaden in der Pathogen-Abwehr

Neben der direkten Verédnderung zum Beispiel der Stabilitadt von Biosynthese-Enzymen spielt
vor allem die Genexpression und deren gezielte Beeinflussung in der Pathogen-Abwehr eine
grol’e Rolle. Es ist daher nicht verwunderlich, dass ein Grofteil der MAP Kinase Substrate
Transkriptionsfaktoren oder deren Regulatoren sind. Die Effekte auf die jeweiligen
Transkriptionsfaktoren durch Phosphorylierung konnen sehr unterschiedlich sein, es liegt
jedoch meist eine zielgerichtete Regulation zu Grunde die dann wiederum
Antwortmechanismen anstoen kann. Dabei zeigen die MAP Kinasen MPK3/MPKG6 eine
positive und MPK4 sowohl positive als auch negative Effekte in der Pathogen-Abwehr (Peng
etal., 2018).

Unter den MAP Kinase Substraten gibt es einerseits Proteine die von mehreren MAP Kinasen
phosphoryliert werden kénnen und andererseits Proteine die eine hohe Spezifitat fur eine
ausgewdhlte MAP Kinase zeigen. Als spezifisches MPKG6 Substrat scheint ERF104
(ETHYLENE RESPONSE FACTOR104), im unbehandelten Zustand, im Komplex mit
MPK®6 im Kern lokalisiert zu sein. Nach der Behandlung mit flg22 erfolgt die Entlassung des
positiven Regulators ERF104 aus diesem Komplex. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Interaktion zwischen MPK6 und ERF104 abhdngig von Ethylen Biosynthese und
entsprechenden Signalwegen ist (Bethke et al., 2009). Das zeigt neben einer klaren Substrat-
Spezifitat die Verknipfung von mehreren Signalwegen miteinander innerhalb der Pathogen-
Abwehr.

Als ein weiteres Beispiel flr diese Spezifitét ist der VIP1 (VIRE2-INTERACTING PROTEIN
1) Transkriptionsfaktor als Substrat fiir MPK3 zu nennen. Er ist in der Lage VIP1-responsive
Elemente (VIP1-responsive elements, VRE) innerhalb von DNA-Motiven zu binden.
Analysen haben gezeigt, dass die Anzahl von mindestens zwei VRE in Promoter Regionen
von abwehrrelevanten Genen signifikant hoher ist als in Kontroll Promoter Regionen
(Pitzschke et al., 2009). Dabei flhrt die durch MPK3 eingefiihrte Phosphorylierung zu einer
veranderten Lokalisation aus dem Zytoplasma in den Zellkern, wodurch die Bindung an die
DNA ermdglicht wird (Djamei et al., 2007).
Substrate der MPK4 kénnen sowohl einen positiven als auch negativen Einfluss auf die PTI
zeigen. Als Beispiel fir einen negativen Effekt kann das MPK4 Substrat ASR3
(ARABIDOPSIS SH4-RELATED3) genannt werden. MPK4 phosphoryliert ASR3 an der
T189 Position und dies fiihrt zur Erhéhung der DNA-Bindungsaktivitat. Dadurch ist ASR3 in
der Lage durch die Bindung an EAR-Motive, die als Repressor Motive bekannt sind, in den
8
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Promoter-Regionen von ASR3 selbst und FRK1 (FLG22-INDUCED RECEPTOR-LIKE

KINASE1) die abwehrrelevante Genexpression zu unterdriicken (Li et al., 2015).

Diese Beispiele zeigen die am besten untersuchten MAP Kinasen der Pathogen-Abwehr und
Beispiele deren spezifischen Substrate. Zuséatzlich dazu gibt es weitere Substrate bei denen
zum Beispiel MPK3 und MPKG6 redundante Funktionen ausfuhren (Meng et al., 2013a).
Daraus lasst sich erkennen, dass sowohl die Rezeptoren als auch die MAP Kinase Substrate in
der Signalkette klare Spezifitdten vermitteln, die Signalwege jedoch Uber scheinbar identische
MAP Kinase Kaskaden verlaufen. Diese Verknupfung der einzelnen Signalwege uber MAP
Kinase Kaskaden wird noch komplexer, da auch Signale zum Beispiel innerhalb der
Pflanzenentwicklung tber eben diese MAP Kinase Kaskaden weitergeleitet werden kénnen.

Im Folgenden sollen einige Beispiele zur Verdeutlichung dargestellt werden.

1.3.2 Substrate der MAP Kinasen in der Entwicklung

In der Entwicklung sind das Vorhandensein und die Erkennung der Liganden zu den
passenden Zeitpunkten sehr entscheidend um feine regulatorische Abstimmungen zu
gewahrleisten. Die Substrate der YDA-MKK4/MKK5-MPK3/MPK6 Kaskade in der
Entwicklung unterscheiden sich, je nachdem welche EPFs von ER erkannt wurden. Dabei
sorgen unterschiedliche Expressionsmuster fur temporale unterschiedliche Funktionen. Ein
Substrat der MAP Kinase Kaskade stellt der Transkriptionsfaktor SPCH (SPEECHLESS) dar.
SPCH st fir die Initilerung der asymmetrischen Zellteilung bei der Ausbildung von
Spaltéffnungen verantwortlich. Veroffentlichte Daten legen nahe, dass die Phosphorylierung
ausgehend von MPK3/MPKG6 nach der Erkennung von EPF1/EPF2, deren Expression auf
Zellen wahrend der Differenzierung zu Spaltéffnungen begrenzt ist, zu einer verringerten
Stabilitdt von SPCH flhrt und die Ausbildung von weiteren Spaltéffnungen in den
umliegenden Zellen unterbunden wird (Lampard et al., 2008). Zusétzlich dazu wird die
Regulation der Zellteilung durch BASL (BREAKING OF ASYMMETRY IN THE
STOMATAL LINEAGE) als weiteres MPK3/MPK6 Substrat beeinflusst. Das
phosphorylierte BASL fungiert als Gertst-Protein fir YDA und MPK3/MPK6 am Kortex der
Zellen und deren Phosphorylierung von SPCH fiihrt zur gezielten Verhinderung der
Ausbildung von Spaltéffnungen (Zhang et al., 2015).

Im Gegensatz zu EPF1/EPF2 konnte die hochste Expression von EPFL4 und EPFL6 in den
Stammzellen des Bliitenstandes gezeigt werden (Uchida et al., 2012). Uber die Erkennung

durch ER zeigen sie einen Einfluss auf die Regulation des in der Zellteilung im Blitenstiel
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involvierten PRE1 (PACLOBUTRAZOL RESISTANCEL) Transkriptionsfaktors (Cai et al.,
2017). Dabei werden die Signale wie auch bei EPF1/EPF2 Uber die MAP Kinase Kaskade
YDA-MKK4/MKK5-MPK3/MPKG6 weitergeleitet (Meng et al., 2012) (Abbildung 2).

Neben der Ausbildung von neuen Organen ist die Abtrennung von Organen, zum Beispiel den
Petalen der Bluten, ebenso notwendig. Die Erkennung des IDA Peptids durch HAE/HSL2
fiihrt zur Regulation von einem Homeoprotein namens KNAT1 (KNOTTED-LIKE FROM
ARABIDOPSIS THALIANAL), wodurch die Zelltrennung wéhrend der Abtrennung von
Blutenorganen positiv  beeinflusst wird (Shi et al.,, 2011). Zusatzlich dazu koénnen
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel AGL15 (AGAMOUS-likel5) als Substrate der
MPK3/MPK6 MAP Kinase Kaskade eine positive Rlckkopplungsschleife generieren. Die
Phosphorylierung von AGL15 ermdglicht einen positiven Einfluss auf die Expression von
HAE als Ubergeordneten Rezeptor (Patharkar and Walker, 2015).

Bei der Betrachtung von Signalwegen Uber scheinbar identische MAP Kinase Kaskaden ist
eine Einordnung der mdéglichen Vorkommnisse sowohl zeitlich als auch zell-spezifisch
notwendig. Fir die Einordnung der Funktion von MAP Kinase Kaskaden wahrend des
Wachstums und der Entwicklung wird die Spezifitat sowohl von Erkennungssignalen, die
zum Beispiel nur bei bestimmten Entwicklungsstadien oder Zelltypen vorhanden sind,
generiert als auch durch das Vorhandensein der passenden Substrate. Wenn man dies mit der
Funktion von MAP Kinase Kaskaden in der Pathogen-Abwehr kombiniert, ergibt sich ein
scheinbar komplexes Netzwerk an Signalen von denen jedoch unter natirlichen Bedingungen
nur wenige tatséchlich gleichzeitig auftreten.

1.4 PHD- und RING-Domaéanen Proteine

Neben den Kklassischen Transkriptionsfaktoren gibt es weitere Mdglichkeiten zur
Genregulation in der pflanzlichen Pathogen-Abwehr und der Entwicklung. Eine wichtige
Rolle dabei spielen post-translationale Modifikationen wie zum Beispiel Methylierungen,
Phosphorylierungen, Ubiquitinylierungen oder Acetylierungen an Histon Proteinen. Neben
einer unterschiedlichen Packungsdichte, dem eng gepackten, transkriptionell inaktiven
Heterochromatin und dem locker gepackten, transkriptionell aktiven Euchromatin, tragen die
post-translationalen Modifikationen an den zugéanglichen N-Termini der Histon-Proteine zur
Regulation der Genexpression bei. Jede der Modifikationen besitzt unterschiedliche Einfliisse
auf die Chromatin-Struktur und abhé&ngig von der Modifikation kdnnen auch mehrere
spezifische Modifikations-Stellen an den Histon Proteinen vorhanden sein. Durch die

Anderung der Netto-Ladung aufgrund von Phosphorylierungen und Acetylierungen kommt es
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zu einer Schwachung der Interaktion zwischen DNA und Histonen. Die damit verbundene
leichtere Zuganglichkeit der DNA fuhrt zur Aktivierung der Genexpression. Bei den
Methylierungen von Lysinen und Argininen sind weitere Proteine notwendig, um diese post-
translationalen Modifikationen zu erkennen und in Regulationsmechanismen umzuwandeln.
Die fur diese Modifikationen zustandigen Histon code reader gehdren der PHD- (PLANT
HOMEODOMAIN) Finger Domanen Familie oder der Tudor “royal” Familie, bestehend aus
Chromo-, Tudor, PWWP und MBT Domaénen, an (Bannister and Kouzarides 2011). lhre
Funktion besteht unter anderem in der Rekrutierung von Proteinkomplexen zur weiteren
Regulation der Chromatin Struktur. Sowohl in Pflanzen als auch Tieren kodieren die Histon
Marker H3K4me3 (dreifache Methylierung der vierten Aminosdure [Lysin] von H3) flr
aktive und H3K27me3 fiir reprimierte Genexpression und kénnen zur Fein-Justierung auch

gleichzeitig auftreten (Zhao et al., 2019).

Die PHD-Finger Domane wurde bereits 1993 fur HAT3.1 beschrieben (Schindler et al.,
1993). Die Histon code reader Funktion konnte jedoch erst 2006 anhand der PHD-Finger
Domaéne von ING2 (INHIBITORY OF GROWTH2) und der BPTF (BROMODOMAIN AND
PHD DOMAIN TRANSCRIPTION FACTOR) PHD-Finger Doméne von NURF
(NUCLEOSOME REMODELLING FACTOR) gezeigt werden (Li et al., 2006; Pefa et al.,
2006; Shi et al., 2006). Die PHD Doménen gehdren zu den Zink-Finger Domanen da sie uber
regelmaRig angeordnete Cysteine und ein Histidin zwei Zink-lonen koordinieren. Der
Struktur einer PHD-Domane liegt folgende Aminoséuresequenz zu Grunde: C-X;-C-Xg-21)-
C-X(2-2y-C-X(a-6)-H-X2-C-X(12-46)-C-X2-C (X ist eine beliebige Aminoséure) oder auch kurz
C4HC3 (Capili et al., 2001). Die Koordination der Zink-lonen erfolgt tber eine sogenannte
Querstreben (cross-brace) Ligations-Struktur bei der das erste und dritte Cystein-Paar
beziehungsweise Cystein/Histidin-Paar die erste Zink-Bindungsstelle bilden und das zweite
und vierte Cystein-Paar die zweite Zink-Bindungsstelle.
Einen &hnlichen strukturellen Aufbau wie PHD Domaénen besitzen zum Beispiel RING
(REALLY INTERESTING NEW GENE)-Doménen. Auch diese Domane faltet der
Querstreben-Struktur folgend zur Koordination von zwei Zink lonen. Bei den RING-
Domanen gibt es mehrere unterschiedliche Varianten wie zum Beispiel RING-HC und RING-
H2 Domanen, welche sich nur durch den Austausch eines Cysteins durch ein Histidin an der
Position 5 unterscheiden. Obwohl das grundlegende Muster zur Zink-Koordination gleich ist,
bilden die PHD- und RING-Doménen unterschiedliche Protein-Oberflachen aus. In der
enzymatischen Kaskade der Ubiquitinierung aus dem Ubiquitin-aktivierenden (E1) Enzym,
dem Ubiquitin-konjugierenden (E2) Enzym und der E3 Ubiquitin-Ligase wird die Substrat-
11
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Spezifitdt Uber die E3 Ligase vermittelt. E3-Ligasen besitzen entweder HECT
(HOMOLOGOUS TO THE E6-AP CARBOXYL TERMINUS) oder RING-Doménen und
vermitteln Gber Protein-Interaktionen die direkte oder indirekte Ubertragung des Ubiquitins
von E2 auf das Substrat. Bei der Ubertragung einer Kette aus mindestens vier Ubiquitin-
Segmenten wird das Substrat dem 26S-Proteasom zum Abbau zugefiihrt (Thrower et al.,
2000).

RING-Doménen Proteine besitzen damit eine spezifische, wenn auch stark regulierte,
Funktion. Im Gegensatz dazu zeigen PHD-Doménen Proteine eine Variabilitdt in den
Kombinationen mit weiteren Domanen innerhalb der Proteine wodurch Funktionen in einem
weiten Feld von Regulationsmechanismen mdglich sind. Unter anderem spielen Sie auch in
der Entwicklung von Bluten eine Rolle. Im Folgenden sollen einige dieser PHD-Proteine in
der Blitenentwicklung vorgestellt werden, um einen kurzen Uberblick (iber die

Regulationsmdglichkeiten dieser Proteine zu geben.

1.4.1 PHD-Doméanen Proteine in der Bliitenentwicklung

Die Blutenentwicklung stellt den Prozess dar, welcher unmittelbar mit der erfolgreichen
Vermehrung in blihenden Pflanzen verknipft ist. Daher unterliegt er einer sehr strengen
Regulation und Kontrolle. Beginnend in der vegetativen Phase der A. thaliana Entwicklung
werden Blatter ausgehend von dem Haupttrieb-Meristem (SAM, shoot apical meristem)
gebildet und nach der Initiierung der Bliite geht dies in ein Infloreszenz-Meristem (ber von
dem die Blutenproduktion in Gang gesetzt wird. Der Lebenszyklus einer Blite kann in 20
Phasen aufgeteilt werden, die von der Ausbildung der Organanlage Gber die Ausbildung der
Blutenorgane bis zur Freisetzung der Samen verlaufen. Innerhalb dieser Zeit werden viele
Prozesse der Differenzierung von Zellen und dem gerichteten Zellwachstum durchlaufen,

deren Regulation komplex und eng kontrolliert ist (Alvarez-Buylla et al., 2010).

Die Regulation des Zeitpunktes der Bliitenbildung wird tber eine Kombination von indirekten
(Uber Chromatin Marker) und direkten (Transkriptionsfaktoren) Einflussen auf die
Genexpression von unterschiedlichen Genen realisiert. Dadurch wird sichergestellt, dass alle
notwendigen Signale zusammen passen um den ndchsten notwendigen Schritt der
Entwicklung zu aktivieren.

Bei der Initiierung der Blutenbildung tbernehmen zwei PHD-Finger Domanen Proteine als
Histon code reader wichtige regulatorische Funktionen. Das EBS (EARLY BOLTING IN
SHORT DAYS) Protein und sein paraloges Protein SHL (SHORT LIFE) besitzen beide

12



Einleitung

jeweils eine BAH (BROMO ADJACENT HOMOLOGY) und eine PHD-Domane. Beide
Proteine sind Regulatoren des Start-Zeitpunktes der Blitenbildung und in der Lage die
Blutenbildung bis zum Vorhandensein von notwendigen Umweltfaktoren und internen
Signalen in A. thaliana zu unterdriicken. Die knock-out Linien von SHL und EBS zeigen
beide einen Phé&notyp der frihzeitigen Blitenbildung und damit einer verkirzten vegetativen
Phase (Lopez-Gonzalez et al., 2014).

EBS besitzt eine zweifache Bindungsfahigkeit von Histon-Modifikationen bei der die BAH
Doméne H3K27me3 und die PHD-finger Domane H3K4me3 Modifikationen erkennt. Die
Bindung an diese Histon Marker erfolgt dabei in der Region des FT (FLOWERING LOCUS
T) Gens und fuhrt zur Verminderung der Expression desselben (Yang et al., 2018). Die
Initilerung der Blutenbildung erfolgt durch die Wanderung des FT Proteins aus den Blattern
zum SAM, wo die Aktivierung der Genexpression von den Identitats-Genen des
Blutenmeristems LFY (LEAFY) und AP1 (APETALAL) erfolgt (Becker and Ehlers, 2016).
Ebenso wie EBS ist SHL in der Lage Histon Marker zu erkennen, was in der Region des
SOC1 (SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1) Gens stattfindet. Durch die
Repression des SOC1 Gens werden die Ko-Faktor Eigenschaften mit Proteinen des ABCE-
Models bis zur Initiierung der Bliitenbildung unterdriickt (O’Maoiléidigh et al., 2014).
Obwohl der Aufbau der beiden Histon code reader Proteine sehr dhnlich ist, erfolgt die
Erkennung der post-translationalen Modifikationen mit einer hohen Spezifitit da weder EBS
an der SOC1 Region noch SHL an der FT Region bindet.
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1.5 Zielstellung

Zwei homologe PHD-Domanen Proteine aus A. thaliana zeigen eine hohe Konservierung in
blihenden Pflanzen. Da diese Proteine, in einem Hochdurchsatz Proteinarray, als potenzielle
MAP Kinase Substrate identifiziert worden sind, stellen sie vielversprechende Kandidaten zur
Charakterisierung eines weiteren wichtigen Signalweges, im Bereich der Pathogen-Abwehr
oder Blutenentwicklung, dar. Zur Charakterisierung dieser MAP Kinase Substrate sollten
neben Fluoreszenz-Interaktionsstudien auch Phosphorylierungs-Analysen sowohl in vitro als
auch in vivo durchgefuhrt werden. Eine weitere Ebene der funktionellen Aufklarung stellt in
dieser Arbeit die Analyse von Genexpressions-Mustern und phanotypischen Veranderungen

in unterschiedlichen Genotypen dar.

Neben der Validierung bekannter Interaktionspartner ermdglicht die Identifizierung neuer
interagierender Proteine einen tieferen Einblick in funktionelle Abldufe. Dafur wurde die
Etablierung einer im pflanzlichen System noch wenig verwendeten Methode der in vivo
Markierung von Proteinen in dem A. thaliana Protoplasten-System anvisiert. Damit sollte die
Detektion neuer Interaktionspartner ermdglicht werden, dabei vorallem solche die mit anderen

Methoden schwer zuganglich sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien sind, wenn nicht anders aufgefihrt, von Carl Roth, Sigma-
Aldrich, MERCK oder Applichem GmbH.

2.1.2 Media

LB-Medium

10 g/l Bacto Trypton, 5 g/l Hefe-Extrakt, 5 g/l NaCl; Zugabe von 15 g/l Agar-Agar fiir festes
LB-Medium

¥ MS-Medium

2,2 g/l MS Medium inklusive Vitaminen (Duchefa), 2,5 g/l Saccharose, 0,195 g/l MES

2.1.3 Bakterien

Fur die Klonierungsarbeiten wurden standardmaiig Escherichia coli (E. coli) DH5a
(ThermoFisher Scientific) Zellen und in Ausnahmeféllen One Shot Topl0 E.coli Zellen
(ThermoFisher Scientific) verwendet. Zur Proteinexpression wurden BL21 Star™
(DE3)pLysS One Shot™ E.coli (ThermoFisher Scientific) benutzt. Die Anzucht erfolgte,
wenn nicht anders benannt, auf LB-Medium bei 37 °C.

Zur Agrobakterium-vermittelten Transformation von A. thaliana wurde der Agrobacterium

tumefaciens GVV3101 Stamm verwendet und auf LB-Medium bei 28 °C angezogen.

2.1.4 Enzyme und Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme stammen von ThermoFisher Scientific und die

Primer (Eurofins Genomics, https://www.eurofinsgenomics.eu) sind im Anhang, nach ihrem

Verwendungszweck sortiert, aufgefuhrt.
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2.1.5 Antikorper

Material und Methoden

Bezeichnung Verdinnung Herkunft Firma/Nummer
Priméare Antikdrper

anti-HA 11, monoclonal 1:1000 Maus Biolegend/ MMS-101P
anti-GST, polyclonal 1:1000 Ziege GE Healthcare/27457701
anti-H3, polyclonal 1:5000 Kaninchen  Agrisera/ AS10 710
anti-c-myc, monoclonal 1:1000 Maus Sigma-Aldrich/M4439-100
GFP, monoclonal 1:5000 Maus Takara Clontech/632381
Sekundére Antikorper

anti-mouse HRP, polyclonal 1:10 000 Kaninchen  Sigma-Aldrich/A9044
anti-rabbit HRP 1:5000 Ziege BioRad/170-6515
anti-goat HRP, polyclonal 1:20 000 Kaninchen  Sigma-Aldrich/A8919
weitere

Strep-POD 1: 2500 Boehringer Mannheim

2.1.6 Vektoren

Vektor Selektion ‘ Struktur Herkunft
pEXSG-CFP amp 355-GW-CFP (Feys et al., 2005)
PENSG-YFP amp 35S-YFP-GW (Feys et al., 2005)
pPENSG-CFP amp 35S-CFP-GW (Feys et al., 2005)
pE-SPYCE-GW amp 35S-HA cYFP-GW-pA35S (Walter et al., 2004)
pE-SPYNE-GW amp 35S-myc nYFP-GW-pA35S (Walter et al., 2004)
pDEST15 amp pT7-SD-GST-GW Invitrogen
pEarley104 kana 35S-YFP-GW-0OCS (Earley et al., 2006)
pEarley201 kana 35S-HA-GW-0OCS (Earley et al., 2006)
pUGW15 amp 35Sp,N-3xHA (Nakagawa et al., 2007)
pUGW14-CT- amp 35S-GW-CT-TurbolD-3xHA nosT Julia Lohmann
TurbolD

pUGW14- amp 35S-GW-CT-miniTurbo-3xHA nosT | Julia Lohmann
miniTurbolD

pUGW14-BiolD2 | amp 35S-GW-CT-BiolD2-3xHA nosT Julia Lohmann
pUGW14-BiolD amp 35S-GW-CT-BiolD-3xHA nosT Julia Lohmann
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pDGE4 SpecR, Pnos:PAT-tnos; pPcUbi:Cas9-tocs; (Ordon et al., 2017)
BASTA TTGC-Bsal_ccdB-Cm® _Bsal-GCTT

pPCR8/GW/TOPO | Spec T7-GW Invitrogen

PENTR Kan T7-GW Invitrogen

2.1.7 Verwendete Kits

NucleoBond® Xtra Maxi Macherey-Nagel
Invisorb® spin plasmid mini two Kit Invitek
Invisorb® fragment cleanup Invitek
GeneChip® WT PLUS reagent Kit Affymetrix

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Sequenzierung
Die Sequenzierungs-Reaktionen wurden von dem Eurofins Genomics Labor durchgefihrt.
2.2.1.2 Mutagenese Polymerasekettenreaktion (Mutagenese PCR)

Fur die gezielte Einflihrung von Punktmutationen in Gene wurde eine Mutagenese PCR, mit
jeweils speziell konstruierten Primern (siehe Anhang 12) laut Protokoll durchgefiihrt (Palm-
Forster, Eschen-Lippold et al. 2012).

2.2.1.3 Quantitative Echt-Zeit PCR

Zur RNA-Isolation aus Pflanzenmaterial wurde die TRIzol-Methode verwendet (Rio et al.,
2010). Die cDNA Synthese wurde mittels RevertAid™ (ThermoFisher Scientific) Kit nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Mit der verdunnten (1:10) RNA wurde die Reaktion laut
Herstellerangaben mit dem Maxima Probe qPCR Master Mix (ThermoFisher Scientific) oder
dem EvaGreen® qPCR Mix (Bio&Sell) angesetzt. Die verwendeten Primer (EvaGreen) und
Primer-Sonden-Paare (Tagman) sind in Anhang 14 aufgefiihrt. An dem MX3005 P (Agilent)
wurde ein Tagman-Programm (15 min. 95°C, 40 x [15 min. 95°C, 1 min 60°C, dann
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Messung]) und EvaGreen (10 min. 95°C, 40 x [95°C fur 15 s, 64°C fiir 40 s, dann Messung],
danach 2 min 95°C, Schmelzkurve [30s 55°C, 30s 95°C]).

2.2.1.4 DNA lIsolation

2.2.1.4.1 Pflanzliche, genomische DNA fiir PCR

Die schnelle Préparation genomischer DNA nach (Edwards et al., 1991) erfolgte aus A.
thaliana Blattmaterial zur Verwendung fir Genotypisierungen. Folgende Ergdnzung wurden
vorgenommen: Der Extraktions-Uberstand wurde mit gleichem Volumen Chloroform
versetzt, gemischt und fur 5 Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde
entnommen und mit dem gleichen VVolumen Isopropanol gefallt. Die Pellets wurden in 10 mM

Tris pH 8.0 aufgenommen und bei 4°C gelagert.
2.2.1.4.2 Plasmid-DNA aus E.coli

Die Isolation von Plasmid-DNA fur Restriktionsverdaue erfolgte wie folgt. Die von LB-
Platten angeimpften Ubernachtkulturen wurden zentrifugiert und die Bakterienpellets in
100 pl Lysis-Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 50 mM EDTA; 15 % (w/v) Saccharose)
resuspendiert. Anschliefend wurden 200 pl alkalische SDS-Lésung (0,2 M NaOH; 1 % (w/v)
SDS) hinzu gegeben, vorsichtig gemischt und 5 min bei 4 °C inkubiert. Nach der Zugabe von
150 pL Kaliumacetat-Losung (3 M Kaliumacetat, pH 4.8) und weiteren 5 min Inkubation bei
4°C erfolgte eine Zentrifugation fir 10 min bei 12716 g und 4°C. Der Uberstand wurde mit
270 uL Isopropanol geféllt. Nach 10 mindtiger Inkubation bei RT erfolgte eine weitere
Zentrifugation. Das mit 70 % Ethanol gewaschene Pellet wurde bei 37°C getrocknet und in
20 pl doppelt destilliertem Wasser (dH,O) aufgenommen.

Die Plasmid-Préparation fiir Sequenzierungen erfolgte mit dem Invisorb® spin plasmid mini
two Kit.

Zur Generierung ausreichender Mengen an Plasmid-DNA fur die Protoplasten-
Transformation wurden 250 mL Bakterienkulturen mit dem ThermoFisher Scientific PureLink
HiPure Plasmid Maxiprep Kit oder NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel,

https://www.mn-net.com/de) aufgearbeitet.

2.2.1.5 Glycerin Stammkultur

Zum Anlegen einer Glycerin Stammkultur wurde eine Ubernachtkultur 3:4 mit sterilem

80 %igen Glycerin verdinnt und bei -80 °C gelagert.
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2.2.1.6 Mikroarray

Blattmaterial von 6 Wochen alten Pflanzen (Col-0, PPL1 UE 7-5, ppl2) wurden mit 1 pM
flg22 oder Wasser infiltriert und nach 1 Stunde in drei biologischen Replikaten geerntet. Die

RNA Isolation erfolgte mit den RNeasy Kit (Qiagen, https://www.giagen.com/de/) und wurde

mit DNasel (Qiagen) behandelt. Die Kontrolle der Qualitdt erfolgte mit dem Qiaxcel
ScreenGel (Qiagen). RNA-Proben (100 ng) mit einer RNA integrity number (RIN) > 8
(Schroeder et al., 2006) wurden fur die cDNA Synthese mit dem WT PLUS Reagent Kit

(Affymetrix, http://www.affymetrix.com/products/index.affx) und Hybridisierung mit den

GeneChip™ Arabidopsis Gene 1.1 ST Array Strips (Applied Biosystems) nach Hersteller
Angaben ausgewahlt. Die Array Strips wurden mit dem GeneAtlas System (Affymetrix)
ausgelesen und mit den Affymetrix Power Tools (v 1.15.1) vorbearbeitet.

Die Bearbeitung und statistische Auswertung der Daten wurde von Dr. Benedikt Athmer (IPB
Halle) unter Verwendung von R/Bioconductor Paketen (XPS, C. Stratowa) und einer
adaptierten Pipeline nach (Tabassum et al., 2019) durchgefihrt. Die Normalisierung der
Rohdaten erfolgte mittels Robust Multiarray Averaging (RMA) durch Quantil-
Normalisierung. Die Daten wurden auf nicht detektierte Sonden Sets untersucht um den
Hintergrund, unter Verwendung von detection above background Tests auf dem Exon-Level,
zu extrahieren. Die nicht detektierten Probes wurden vor der Detektion von differentiell

exprimierten Genen aus dem Datensatz entfernt.

Die statistischne Analyse der differentiellen Genexpression wurde mittels dem R/
Bioconductors LIMMA package (Ritchie et al., 2015) durchgefuhrt. Die P-Werte wurden
unter Verwendung des Benjamini und Hochberg False Discovery Rate (FDR) Verfahrens
korrigiert (Benjamini and Hochberg, 1995). Differentiell exprimierte Gene wurden mit einem
Signifikanz Grenzwert von FDR < 0,05 und einem minimalen (,,Repression/Induktion Wert)
log2-fold change von * 1 identifiziert. Diese differentiell exprimierten Gene wurden Uber die
Kalkulation des z-scores in R skaliert. Die entsprechenden Daten sind als Tabelle auf der CD
als Anhang hinterlegt (Dateien/Report_microarray Analyse). Anschlielend erfolgte die

Analyse der Daten wie in 2.2.3.2 beschrieben.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Co-IP mit Histon Proteinen

Die relative Konzentration der mittels GSH-Sepharose gereinigten Proteine (2.2.2.3) wurde
mittels Coomassie Blau gefdarbtem SDS-Gel Uberpriift. Die GSH-Sepharose wurde mit
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Bindungs-Puffer (20 mM Hepes-KOH ph 7.6, 200 mM KCI, 2,5 mM MgCI2, 10 % Glycerol,
0,05 % NP40, 0,1 mM PMSF, 1ImM DTT) ohne Salz gewaschen und anschliel}end fur 20 min
bei 4°C mit 1 % BSA in Bindungs-Puffer geblockt. Nach dem Zentrifugations-Schritt fur 20
Minuten bei 4°C und 2000 rpm wurde der Uberstand entsorgt und 3,6 pg Histon-Mix aus
Kalbsthymus (MERCK, https://www.merckmillipore.com/DE/de) verdunnt in Bindungs-

Puffer dazugegeben. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4°C. Im Anschluss wurden
folgende Wasch-Schritte durchgefihrt: zweimal mal mit Bindungs-Puffer, einmal mal mit
RIPA-Puffer (10 mM Tris pH 7.5, ImM EDTA, 0,2 % NP40 mit 200 mM NacCl), einmal mal
mit RIPA-Puffer (400 mM NaCl) und einmal mit RIPA-Puffer (600 mM NaCl). Im Anschluss
wurden die Pellets mittels Western Blot analysiert.

Bei der Verwendung von isolierten A. thaliana Zellkernen (2.2.2.6) wurden diese in IP-B
Puffer (1 mM EDTA, 10 % Glycerin, 75 mM NacCl, 0,05 % SDS, 100 mM Tris-Cl pH 7,4,
0,1 % Triton, 1x P-Mix) aufgenommen, mit Ultraschall (3x 10 s bei 20 % Amplitude)
aufgeschlossen und der Uberstand als Extrakt mit den rekombinanten Proteinen vereinigt. Die
Bindung erfolgte fiir 1,5 Stunden unter Rotation im Kihlraum. AnschlieBend wurde die GSH-
Sepharose mit RIPA-Reinigungspuffer (20 mM Tris pH 7.5, 1 % NP40, 0,5% Na-
desoxycholat, 500 mM NaCl) gewaschen und die gebundenen Proteine mittels Western Blot

analysiert.
2.2.2.2 Zell-freier Abbau Assay

Der Zell-freie Abbau Assay erfolgte nach dem Protokoll von (Lyzenga et al., 2012). Fir
diesen Assay fand die Anzucht von A. thaliana Col-0 Keimlingen unter Langtag Bedingungen
in ¥2 MS-Medium in 24-Well Mikrotiterplatten statt. Die Konzentrations-Bestimmung der

Proteinextrakte erfolgte mittels Bradford Reagenz (BioRad, https://www.bio-rad.com/) laut

Protokoll an dem Tecan Infinite F-50 mittels Magellan V 7.0 Software, anhand einer BSA
Standard-Kurve. Abweichend zu (Lyzenga et al., 2012) wurde die Vorbehandlung mit
Proteasom Inhibitor mit MG115 durchgefiihrt. Die Proteinproduktion und —aufreinigung
sowie Proteinelution erfolgte wie beschrieben (2.2.2.3 und 2.2.2.4). Die Detektion der

rekombinanten Proteine erfolgte mittels Western Blot und anti-GST Antikorper.
2.2.2.3 Proteinproduktion und —aufreinigung

Die Proteinproduktion erfolgte in E. coli BL21 (DE3) Star Zellen in 50 ml bis 100 ml
Kulturen. Das Wachstum wurde mit 750 pl Ubernachtkulturen von Zellen mit pDEST15 GST-
PPL1, pDEST15 GST-PPL1mutPHD, GST-PPL2 und GST gestartet. Nach 2 Stunden bei

37°C und 120 rpm Wachstum erfolgte die Induktion der Proteinproduktion durch die sterile
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Zugabe von 150 uM IPTG (Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid). Fir GST-PPL1, GST-PPL2
und GST erfolgte die Ernte nach 2 Stunden bei 37°C und fir GST-PPL1mutPHD bereits nach
einer Stunde. Die Kulturen wurden zentrifugiert und die Pellets direkt fir die

Proteinaufreinigung eingesetzt.

Zur Proteinaufreinigung wurden die Pellets mit 10 ml Tris gewaschen und erneut
zentrifugiert. AnschlieBend erfolgte die Resuspension in 5 ml RIPA-Reinigungspuffer (siehe
2.2.2.1 mit 1 pg/ml Aprotinin, 1 pg/ml Leupeptin und 150 uM PMSF) und die anschlieRende
Lyse mit 200 pg/ml Lysozym. Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperatur
wurden die Lysate in Stickstoff gefroren und entweder bei — 80°C gelagert oder direkt weiter
aufgearbeitet. Die Lysate wurden anschlieBend auf Eis aufgetaut und mittels Ultraschall
(3x10s, 40 % Amplitude) aufgeschlossen. Nach Zugabe von 2 pg/ml DNasel erfolgte eine
Inkubation von 10 Minuten auf Eis und eine Zentrifugation von 30 Minuten bei 11 000 rpm.

Wahrenddessen wurde die GSH-Sepharose (GE Healthcare, www.gelifesciences.com) laut

Herstellerprotokoll gewaschen und davon 25 pl 50 % verdinnter GSH-Sepharose zu der
Proteinlésung gegeben. Die Inkubation erfolgte rotierend Uber Nacht bei 4°C. Nachdem
zweimaligen Waschen mit RIPA-Reinigungspuffer wurden die gebundenen Proteine eluiert

oder direkt eingesetzt.
2.2.2.4 Proteinelution von GSH-Sepharose

Fur die Proteinelution wurde der Uberstand der GSH-Sepharose gebundenen Proteine
abgenommen und diese mit Elutionspuffer (150 mM Tris-Cl pH 8, 400 mM NacCl, 20 %
Glycerin, 5 mM DTT, 40 mM Glutathion), welcher mit NaOH auf pH 8 eingestellt wurde,
vermengt. Danach erfolgte eine Inkubation unter schutteln fur 15 Minuten bei 4°C. Dieser

Elutionsschritt wurde zweimal wiederholt.
2.2.2.5 Invitro Kinase Assay

Fur die in vitro Phosphorylierung wurden drei rekombinante und denaturierend gereinigte
Kinasen, His10-MPK3, His10-MPK4 und His10-MPK®6, verwendet. Diese wurden durch die
konstitutiv aktivierte MKK5 aus Petroselinum crispum aktiviert und waren vorhanden
(Pecher et al., 2014; Lee et al., 2004). Zur Uberpriifung der Aktivitat der Kinasen wurde das
artifizielle Substrat MBP (myelin basic protein) verwendet. Fir die Reaktion wurden die
Kinasen jeweils mit den an GSH-Sepharose gebundenen Proteinen (GST-PPL1, GST-
PPL1™, GST-PPL2, GST-PPLZAA) in 1x Kinase-Puffer (100 mM HEPES pH 7.5, 75 mM
MgCl,, 25 mM EGTA, 5 mM DTT, 1x Protease-Inhibitor HP-Mix) vermengt. Nach der

Zugabe von 0,1 ul [y*¥]-ATP (HARTMANN Analytic GmbH) pro Reaktion erfolgte die
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Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von
5x Laemmli-Probenpuffer gestoppt und bei 95°C aufgekocht. Die Reaktionsansédtze wurden
uber eine SDS-PAGE aufgetrennt und nach dem Trocknen mit Phosphor Imager Filmen (GE
Healthcare) inkubiert. Das Auslesen der autoradiographischen Signale erfolgte in dem
Phosphor Image Modus des Typhoon 9410 (GE Healthcare).

2.2.2.6 Isolation intakter Zellkerne aus Pflanzenmaterial

Die Préparation der Zellkerne aus pflanzlichem Blattmaterial erfolgte nach (Elrouby et al.,
2013). Hierflir wurde das gemdorserte Material in dem 4 fach Volumen an NEB (nuclear
extraction buffer)-Puffer unter schitteln aufgetaut. Sofort erfolgte die Zugabe des Protease
Inhibitor Mix (P Mix, Serva, https://serva.de/deDE) laut Protokoll. Nach einem

Zentrifugationsschritt fiir 15 Minuten, bei 4°C und 1700g wurde der Uberstand als
zytosolische Fraktion abgenommen und das Pellet in Wasch-Puffer in Lésung gebracht. Nach
einem erneuten Zentrifugationsschritt wurde der Wasch-Vorgang noch 2-mal wiederholt und

das Pellet sowie die zytosolische Fraktion mittels Western-Blot Analyse untersucht.
2.2.2.7 lsolation intakter Zellkerne aus Protoplasten

Die Praparation der Zellkerne aus A. thaliana Protoplasten erfolgte nach dem CelLyticTM PN

Isolation/Extraktion Kit (Sigma-Aldrich, https://www.sigmaaldrich.com/germany.html). Das

Pellet von 500 pl transformierten Protoplasten wurde in gleichen Volumen NIB2 (10 mM
MES ph 5.7, 0,2 M Saccharose, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM DTT, 0,1 mM Spermidin, 10 mM
NaCl und 10 mM KCI) mit 0,2% Triton X-100 durch pipettieren in Lésung gebracht und mit
einem Pistell fiir 1,5 ml ReaktionsgefaRe aufgeschlossen. AnschlieBend wurden 700 pl 1,5 M
Saccharose mit der Suspension Uberschichtet und in einem Ausschwingrotor fur 20 Minuten
bei 3220 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde als zytosolische Fraktion abgenommen, mit 4
Volumen Aceton versetzt und fur 2 Stunden bei -20 °C gefallt. Das nach einer Zentrifugation
bei 15 000 g und 4°C fur 15 Minuten entstandene Pellet wurde getrocknet und in 1x SDS-
Laemmli-Puffer aufgenommen. Die (ibrige Saccharose Schicht wurde entsorgt und das Kern-
Pellet mit 500 ul NIB2 gewaschen. Anschliefend wurde das Kern-Pellet in 1x SDS-Laemmli-

Puffer aufgenommen. Die Analyse erfolgte mittels Western Blot.
2.2.2.8 SDS-PAGE und Immunoblot Detektion

Proteinproben wurden mit 4 x SDS-Ladepuffer (25 % 0,5 M Tris pH 6.8, 4 % SDS, 20 %
Glycerin, 2 % B-Mercaptoethanol, 0,005 % Bromphenolblau) und 300 pl abzentrifugierte

Protoplastenproben entsprechend mit 1 x SDS-Ladepuffer versetzt und je fur 5 min. bei 95°C
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erhitzt. Die diskontinuierliche Sodiumdodecylsulaft-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) Auftrennung nach (Laemmli, 1970) erfolgte in einer Se250 Mighty Small Il Mini
Vertical Electrophoresis Unit (Hoefer, www.hoeferinc.com) fir 90 min. bei 120 V in 1 X
SDS-Laufpuffer (25 mM Tris; 192 mM glycine; 0,1% SDS). Es wurden 15% Gele aus
Trenngel (15 % Rotiphorese Gel 30, 0,375 M Tris (pH 8,8), 0,1 % SDS, 0,1 %
Ammoniumpersulfat (APS), 0,04 % Tetramethylethylendiamin (TEMED)) und Sammelgel
(4,875 % Rotiphorese Gel 30, 0,125 M Tris (pH 6,8), 0,1 % SDS, 0,1 % APS, 0,1 % TEMED)
verwendet. Die Proteine wurden anschliefend mittels semi-dry blotting im Trans-Blot SD
(BioRad) bei 1 mA pro cm? fiir 60 min. in Blotpuffer (24mM Tris, 192mM Glycin, 0,037 %
SDS und 20 % Methanol) auf eine Nitrocellulose Membran (Parablot NCL, Macherey-Nagel)

ubertragen. AnschlieBend wurden die Membranen mit 5 % Blocking Milch (5 % Milchpulver,
50 mM Tris-Hcl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% Tween 20) oder 3 % BSA geblockt und
entweder 1 Std. bei Raumtemperatur oder ber Nacht bei 4°C mit den entsprechenden
Antikorpern (vgl. 2.1.5) inkubiert. Die Waschschritte wurden mit TBST (50 mM Tris-Hcl pH
7.6, 150 mM NaCl, 1% Tween 20) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte mit dem ECL™

Prime Western Detektion Kit (Amersham, https://www.selectscience.net/suppliers/amersham-

biosciences-corp/?complD=2504) laut Herstellerangaben.

2.2.2.9 Strip-Protokoll

Das Standard Strip-Protokoll erfordert eine Inkubation der Membran mit Strip-Puffer (0,2 M
Glycin, 0,1 % SDS, ph 2, 0,07 % p-Mercaptoethanol) fir 30 min. bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde der Blot 4 x fur 10 min. mit Wasser und 1 x mit TBST gewaschen und

anschlieBend erneut geblockt (vgl. 2.2.2.8).

Fur die beprobten Membranen mit strep-POD wurde anfangs eine Inaktivierung der POD mit
15 % H,0, fur 30 min. bei 37 °C und einem Waschschritt mit TBST fur 5 min. durchgefihrt.

2.2.2.10 Protoplasten-lIsolation und -Transformation

Die Protoplasten-Isolation und -Transformation wurden mit folgenden Anderungen nach dem
Protokoll von (Yoo et al., 2007) durchgefiihrt. Es wurden 5 bis 6 Wochen alte Pflanzen
verwendet (vgl. 2.2.4.1). Nach der Infiltration wurde die Blattstreifen fir 3 Stunden bei 18°C
im Dunkeln inbukiert und bei den nachfolgenden Wasch-Schritten auf Eis gelagert. Alternativ
wurde die Tape-Sandwich Methode fiir die Protoplasten-Isolation verwendet (Wu et al., 2009)
und die Wasch-Schritte sowie die Transformation wie bei (Yoo et al., 2007) beschrieben
durchgefihrt. Die 10 pg Plasmid-DNA pro 100 pl Protoplasten-Losung wurde mittels
PureLinkHiPure Plasmid Maxiprep Kit oder NucleoBond Xtra Maxi Kit aufgereinigt (vgl.
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2.1.7). Die transformierten Protoplasten wurden Uber Nacht bei 18°C inkubiert und
anschlieBend fur mikroskopische Untersuchungen (2.2.3.3), Immunoblot Analysen (2.2.2.8)
oder proximity-labeling Versuche (2.2.2.11) verwendet.

2.2.2.11 Proximity-labeling in A. thaliana Protoplasten

Etablierung einer neuen Methode zur in vivo Markierung von Interaktions-Proteinen unter
Verwendung einer neuen Biotin-Ligase namens TurbolD (Branon et al., 2018). Als
Ausgangsmaterial dienten 10 ml laut Protokoll transformierte Protoplasten (2.2.2.10) mit
folgenden Anderung: Isolation der Protoplasten mittels Skalpell-Methode auf Glasplatten. Die
verwendeten Plasmide sind pUGW14-CT-TurbolD mit den Genen PPL1, PPL2, CFP und H3.
Die Markierungs-Reaktion erfolgte fur eine Stunde mit 50 uM Biotin (gel6st in WI-Puffer)
bei 18 °C. Im Zuge der Etablierung wurden zwei Aufschluss-Protokolle, ein Protokoll aus
dem Sdaugerzellen-System nach Roux (Roux et al., 2012) und ein Protokoll aus dem Pflanzen-
System nach Khan (Khan et al., 2018), getestet. Bei dem Aufschluss-Protokoll nach Roux
erfolgte nach einer Waschung der Protoplasten mit 0,6 M Mannitol eine Extraktion im Roux-
Puffer (50 mM Tris pH 7.4, 500 mM NacCl, 0,4% SDS, 5 mM EDTA und 1 mM DTT) durch
starkes Durchmischen und eine Ultraschall-Behandlung. Diese Prozedur wurde nach der
Zugabe von 2 % Triton wiederholt. Bei einem Zentrifugations-Schritt erfolgte die Trennung
in die 16slichen Proteine im Uberstand und das Pellet der unléslichen Proteine. Im Gegensatz
dazu erfolgte bei dem Protokoll nach Khan nach der Zugabe des Khan-Puffers (20 mM Tris
pH 8.0, 100 mM NaCl, 1mM DTT) eine Inkubation auf Eis, eine Durchmischung und wurde
gefolgt von einem Zentrifugations-Schritt (30 Minuten, 20 000 g, 4°C). Daran anschlieRend
wurden diese Schritte mit dem Pellet und der Zugabe von 0,4% SDS und 1% Triton
wiederholt. VVon allen Schritten beider Protokolle wurden Proben gesammelt und mittels
Western-Blot analysiert.

AnschlieBend wurde von den I6slichen Proteinen, Uber eine laut Herstellerangaben
verwendete Sephadex PD10-Sdule (GE Healthcare) die Konzentration des freien Biotins
vermindert. Daraufhin erfolgte die Bindung biotinylierter Proteine an Dynabeads MyONE
Streptavidin C13 (ThermoFisher Scientific) unter Rotation Uber Nacht bei 4°C. Die beads
wurden daraufhin laut Khan gewaschen und in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat pH 8.0
(ABC-Puffer) aufgenommen (Khan et al., 2018).

24



Material und Methoden

2.2.3 Analytische Methoden

2.2.3.1 Aufarbeitung, Messung und Analyse massenspektrometrischer Proben

Die beprobten beads wurden on-bead mit Trypsin verdaut und die Peptid-Losung entsalzt wie
in (Majovsky et al., 2014) beschrieben, mit folgenden Anderungen: Nach dem Trypsin-
Verdau tiber Nacht wurden die beads mit einem Magneten abgetrennt und der Uberstand bis
zur Trocknung eingeengt. Die Peptide wurde nach dem Entsalzen und erneuten Einengen in
5% Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsdure (TFA) geldst und 2 pg in ein EASY-nLC 1000
Flussigchromatographie System (ThermoFisher Scientific) injiziert. Die Auftrennung der
Peptide mittels C18 reverse phased Flissigchromatographie erfolgte mit Hilfe eines 120 min
Gradienten mit steigender Acetonitril Konzentration von 5 % bis 40 % in 0,1 % Ameisensdure
(FA) bei einer Flussrate von 250 nl/min. Die eluierten Peptide wurden on-line mittels
Elektrospray in das QExactive Plus Massenspektrometer (MS) (ThermoFisher Scientific)
uberfuhrt. Die Spray Spannung war 1,9 kV, die Kapillar-Temperatur 275°C und die Z-Linsen
Spannung 240 V. Ein voller MS Scan mit chromatograpischen Peak Weiten von 15 s, einer
Auflésung von 70 000, einer automatic gain control (AGC) von 3E+06 und einer maximalen
Injektionszeit (injection time, IT) von 100 ms wurde durchgefiihrt. Die Sequenzierung der
MS/MS Peptide erfolgte mit einer Top10 DDA Scan Strategie mit HCD Fragmentierung. Es
konnten MS Scans mit einer mass to charge ratio (m/z) zwischen 400 und 1850 erhalten
werden. Die MS/MS Scans wurden mit den Einstellungen der Auflésung bei 17 500, AGC
von 5E+04, einer IT von 50 ms, einer Isolationsweite von 1,6 m/z, einer normalisierten
Kollionsenergie von 28, einer Unter-Fillrate von 3 %, eines dynamischen Ausschluss-

Zeitraums von 20 s und einem Intensitats-Grenzwert von 3E+04 durchgefiihrt.

Die Identifizierung der Peptide und Proteine erfolgte mit Mascot v2.5.0 (Matrix Science) mit
der Verbindung zu Proteome Discoverer v2.1 (ThermoFisher Scientific). Bei der TAIR
Datenbank-Suche, mit zusdtzlichen tblichen Kontaminationen, wurden Fehler der lonen-
Massen von 5 ppm und Fehler der Fragment-lonen-Massen von 0,02 Da (Dalton) toleriert.
Die Carbamidomethylierung von Cysteinen (C) wurde als feste Modifikation eingestellt,
wohingegen die Biotinylierung von Lysinen (K), die Biotinylierung von freien N-termini (N-
term) und die Oxidation von Methioninen (M) als mdgliche Modifikationen angegeben
wurden. Flr jedes Spektrum wurde die false discovery rate (FDR) der peptide spectrum
matches (PSM) auf dem Peptid-/Proteinlevel und die Peptidgruppen und Proteine anhand des
target-decoy database Modells und des Perkolations Modells berechnet. PSMs, Peptid-

Gruppen und Proteine mit einem g-Wert oberhalb des Signifikanz-Grenzwertes einerseits von
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a= 0,01 fir PSMs und Peptidgruppen und andererseits von a= 0,05 fiir Proteine wurden als
identifiziert eingestuft. Die entsprechenden Tabellen der Messungen sind auf der CD als
Anhang hinterlegt (Dateien/BiolD_Massenspektrometrische Messung 1+2+3 von PPL1-
TurbolD, PPL2-TurbolD und CFP-TurbolD).

2.2.3.2 In-silico Datenanalyse

Fur das paarweise Alignment der Proteinsequenzen von PPL1 und PPL2 wurde das online
verfugbare CLUSTALW Tool, mittlerweile verbessert zu CLUSTAL OMEGA, von EMBL-
EBI verwendet (Madeira et al.,, 2019). Die Darstellung erfolgte mit dem o&ffentlichen
BOXSHADE Tool ausgehend von dem EXPASY Bioinformatics Resource Portal
(https://embnet.vital-it.ch/software/BOX_form.html).

Der phylogenetische Baum in Abbildung 4 wurde mit plantsENSEMBL genomes (Howe et al.,
2019) erstellt und dient zur Darstellung der 71 orthologen und 1 paralogen Gene zu PPL1 aus
A. thaliana.

Fur die Darstellung zur paarweisen Konservierung der PPL1/PPL2 Orthologen (Anhang 3)
erfolgte mit Phylogeny.fr. Dieses Webtool verbindet mehrere bioinformatische Programme
um ein robustes Ergebniss zu generieren. Dabei wird MUSCLE fur das Alignment, GBlocks
fiir die Datenaufstellung, PhyML zur Generierung des phylogentischen Baums und TreeDyn
zur Darstellung verwendet (Dereeper et al., 2008). Die verwendeten Gen-Sequenzen zu den

vereinfachten Benennungen sind im Anhang 15 aufgefihrt.

Zur Analyse von Interaktions-Netzwerken wurde sowohl fur unterschiedliche regulierte Gene
in der Transkript-Analyse als auch fir potenzielle Interaktoren bei der proximity labeling
Methode die STRING Analyse verwendet (Szklarczyk et al., 2019).

Zur Darstellung von Uberlappenden Transkripten unterschiedlicher Genotypen in der
Transkript-Analyse und von (Uberlappenden potenziellen Interaktoren bei der proximity
labeling Methode wurde Venny 2.0.2-CSIC
(https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index2.0.2.html) von Juan Carlos Oliveros (Spanish

National Biotechnology Centre) verwendet.
2.2.3.3 Mikroskopie

Die mikroskopische Untersuchung der mit pENSG-YFP (Lokalisation) oder pENSG-YFP und
PENSG-CFP/pEXSG-CFP (Ko-Lokalisation) transformierten Protoplasten erfolgte am
LSM710 spater LSM780 (Zeiss, https://www.zeiss.de/mikroskopie/home.html) mit der ZEN
Software. Dabei wurde die Lokalisation der Fusionsproteine YFP-PPL1/PPL1** und YFP-
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PPL2/PPL2** Uber das YFP Signal (Anregung durch Argon-Laser bei 514 nm,
Emissionsdetektion von 500 bis 570 nm) detektiert. Bei der Ko-Lokalisation wurde zusatzlich
in einem zweiten Kanal die CFP Signale (Anregung durch Argon-Laser bei 458 nm,
Emissionsdetektion von 480 bis 520 nm) aufgenommen.

Bei den BIFC Untersuchungen wurden durch pE-SPYCE und pE-SPYNE Vektoren (Walter et
al.,, 2004) zur Generierung von c-YFP-PPL1/2 und nYFP-MPK3/4/6/11/8 bzw. cYFP-
PPL1/2/imutPHD und nYFP-H3.1/H3.1AN Fusionen in A.thaliana Protoplasten
Interaktionsstudien durchgefiihrt. Die Detektion der YFP-Signale erfolgte wie oben
beschrieben.

Die Lokalisation von YFP-PPL1 und YFP-PPL2 durch die Infiltration von Agrobakterien mit
pEarly-Vektoren (Earley et al., 2006) in Nicotiana benthamiana Blattmaterial wurde ebenfalls
am LSM710 mittels YFP-Signal Detektion uberpruft.

2.2.4 Pflanzen

2.24.1 Anzucht

Die Anzucht von A.thaliana Col-0 Pflanzen zur Verwendung fir die Protoplasten
Transformation  erfolgte auf  Einheitserde ClI Ton Kokos (Gebr. Patzer,
https://www.einheitserde.de/einheitserdewerke/einheitserdewerke/) in  Phytokammern bei
Kurztag (8 Std. beleuchtet/ 16 Std. dunkel) bei 22°C.

Die Anzucht von Nicotiana benthamiana Pflanzen erfolgte auf Einheitserde CL Ton Kokos
und im Gewachshaus bei einer Beleuchtung von Langtag (16 Std beleuchtet/ 8Std. dunkel).
Die sterile Anzucht von Keimlingen in 24 Well Platten in %2 MS-Medium fand im Lichtraum
bei 24°C und Langtag (16 Std licht, 8 Std dunkel) statt. Die Sterilisation der Samen erfolgte
nach (Trempel et al., 2016).

2.2.4.2 Agrobakterium vermittelte Transformation von Col-0 Pflanzen

Die Agrobakterium (A. tumefaciens GV3101) vermittelte Transformation von A. thaliana
Col-0 Pflanzen erfolgte mittels Bllten-Eintauch-Methode welche in (Logemann et al., 2006)
beschrieben ist. Die Linien welche HA-PPL1 unter dem 35S-Promoter exprimieren wurden
mit Hilfe des pEarlyGate201 Vektors generiert (Earley et al., 2006).

2.2.4.3 Selektion Uberexpressionslinien

Die Samen der Transformanten aus 2.2.4.2 mittels Basta-Selektion auf positiv transformierte

Pflanzen (T1) getestet. Die T2 Generation wurde erneut mittels Basta-Selektion in der T3 auf
27


https://www.einheitserde.de/einheitserdewerke/einheitserdewerke/

Material und Methoden

homozygote Linien untersucht. Diese homozygoten Linien wurden anschliefend mittels
Southern-Blot auf Linien mit einzelnen Vektor Kopien und mittels Western Blot auf
detektierbare Proteinlevel selektiert. In dieser Arbeit wurden die Linien 5-6 und 7-5

verwendet.
2.2.4.4 Klonierung von CRISPR-Cas9 Konstrukten

Zur Generierung von ppll knock out Linien wurde die Gensequenz nach CRISPR-Cas9
Zielsequenzen (Belhaj et al., 2015) mit Hilfe des CHOPCHOP (https://chopchop.cbu.uib.no/)

Tools untersucht. Zur Klonierung der Konstrukte wurde das molekulare Klonierungssystem

von (Ordon et al., 2017) verwendet. Daftr wurden die in Anhang 13 aufgefiihrten Oligos in
die shuttle Vektoren pDGE5 und pDGES uberfiihrt und anschlieBend in den multiplex genom
editing Vektor pDGE4, kodieren fir die Cas9 unter Kontrolle des Ubiquitin Promoters aus

Petersilie, eingefiigt.
2.2.45 Screen von CRISPR-Cas9 Linien

Fir den ersten Screen auf mutierte Linien wurde ein T7 Endonuklease Verdau durchgefihrt.
Zur Generierung der zu verdauenden Fragmente wurde die Primer in Anhang 13 verwendet.
Fur den Test auf homozygote oder heterozygote Linien wurden durch PCR generierte
Fragmente, einmal mit Col-0 und einmal ohne Col-0 Sequenz, in NEBuffer2 vorgelegt und
durch erwérmen auf 95°C und abkiihlen gemischt. Durch Zugabe der T7 Endonuklease (New
England Biolabs, https://www.neb-online.de/) wurden Fragmente mit mismatches geschnitten,

detektiert und durch Sequenzierung bestétigt.
Fir die bekannten Nukleotid-Insertionen konnte ein caps marker Screen durchgefihrt werden.
Mit  dem  geeignetem  Restriktionsenzym  (Xcel, = ThermoFisher  Scientific,

https://www.thermofisher.com) konnten die PCR-Produkte verdaut und die Linien analysiert

werden.
2.2.4.6 Phéanotypisierung

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in Phytoschranken (Langtag, 20°C hell 16 Std., 18°C
dunkel 8 Std.) und Phytokammern (Kurztag, 20°C hell 8 Std., 18°C dunkel 16 Std.). Die
Bllten der Entwicklungsphase 14 wurden geerntet, fotografiert und anschlieBend die Petale
separiert. Zur Bestimmung der Flache, Ladnge und Breite wurden Aufnahmen der Petalen am
Stemi 2000-C mit AxioCamICc3 und der Software AxioVision Rel 4.7 (Zeiss) erstellt und in
ImageJ (Schneider et al., 2012) im monochromen Modus die Flache, Lange und Breite
bestimmt. Zur Zahlung der Zellen (Cheng et al., 2014) wurden die bereits separierten Petalen
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in 70 % Ethanol Gber Nacht entfarbt und am Nikon AZ100 Mikroskop (Nikon) mit Nikon DS-
Filc Kamera Aufnahmen mit 30 facher VergroRerung in NIS-Elements D erstellt. Mit Hilfe
des Cell Counter Add-ons (Kurt De Vos, University of Sheffield) wurden in ImageJ die

Zellen pro 0,1 mm x 0,1 mm manuell gezahlt.
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3 Ergebnisse

3.1 Konservierte Merkmale der PPL-Proteine

Die Charakterisierung von MAP Kinase Substraten spielt fur die Erforschung der Spezifitat
von MAP Kinase Kaskaden eine entscheidende Rolle. In dieser Arbeit sollten zwei noch
unbekannte homologe Proteine aus A.thaliana auf ihre Rolle als MAP Kinase Substrate
untersucht werden. Das erste Gen (At1g02070) liegt auf Chromosom 1 von A. thaliana und
kodiert mit 503 Nukleotiden (inklusive einem Intron) fiir 131 Aminoséuren. Das Genprodukt
wurde im Zuge dieser Arbeit als PLANT-SPECIFIC PHD-LIKEL (PPL1) benannt. In meiner
vorrausgegangenen Masterarbeit erfolgte die Analyse noch unter dem Namen PHD (Missal,
2014). Dieses Protein wurde in einer Hochdurchsatz Protein-Array Analyse als MPK3
Substrat identifiziert und durch seine PHD-dhnliche Domane als mdgliche Verbindung der
MAP Kinase Kaskaden zu epigenetischen Markern in der Pathogen-Abwehr ausgewéhlt
(Feilner et al., 2005). Bei Untersuchungen auf homologe Proteine konnte auf Chromosom 3
ein weiteres Gen (At3g60520) identifiziert werden, welches mit 717 Nukleotiden (inklusive
einem Intron) fur 129 Aminosauren kodiert. Dieses Genprodukt wurde analog zu PPL1 als
PPL2 bezeichnet. Um einen ersten Eindruck davon zu bekommen, unter welchen
Bedingungen und in welchen Organen die Gene exprimiert werden, wurde mit dem
Arabidopsis eFP Browser (electronic fluorescent pictogram) gearbeitet (Winter et al., 2007).
Als mdgliche MAP Kinase Substrate konnte fur diese Genprodukte eine Regulation in Bezug
auf biotischen oder auch abiotischen Stress postuliert werden. Fir PPL1 konnte eine
verminderte Expression in Blattern bei Kélte und osmotischem Stress, sowie eine veranderte
Expression bei Hypoxie herausgearbeitet werden. PPL2 zeigte hingegen eine erhohte
Expression bei Kélte. Fir beide Gene liegt nach 24 Stunden nach der Infiltration mit dem
virulenten Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 eine verminderte relative Expression
vor (Anhang 1). Damit unterstiitzen diese Daten die Hypothese der Rolle von PPL1 und PPL2
in der Pathogen Abwehr beziehungsweise der Stressantwort.

In Bezug auf die unterschiedlichen Entwicklungsstadien von A. thaliana besteht fiir PPL1
eine hohe Expression in Petalen und eine erhthte Expression in den Internodien relativ zu
dem Mittelwert aller gemessenen Werte der Entwicklungs-Proben (eFP-Browser). Im
Gegensatz dazu zeigten die Daten von PPL2 ein generell gleichmé&Rigeres Expressionsmuster.
Bei dem Vergleich der relativen Expression von PPL1 und PPL2 in Bliten zeigten sich fur

PPL2 in Petalen sogar negative Expressionswerte (Anhang 2). Anhand dieser Daten war es
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maoglich PPL1 und PPL2 als homologe Genprodukte einzuordnen, deren Genregulation
jedoch unterschiedlich zu sein scheint. Ob sich dies auch auf die Funktion der Proteine
ubertragen l&sst, soll auch ein Bestandteil dieser Arbeit sein. Weiterhin gibt die spezifische
Expression von PPL1 in Bliten einen Hinweis auf eine moégliche Funktion innerhalb der

Blutenentwicklung.

Um erste Hinweise auf die Funktion der Proteine PPL1 (14,7 kDa) und PPL2 (14,6 kDa) in
der Pathogen-Abwehr oder auch der Entwicklung zu bekommen, wurde ein Sequenz-
Alignment durchgefiihrt, welches fir beide Proteine eine Identitdt von 53 % zeigt. Wie es
bereits flr PPL1 in meiner Masterarbeit gezeigt werden konnte, beinhaltete auch PPL2 eine
uber SMART (simple modular architecture research tool) vorhergesagte Plant-Homeodomain
(PHD) und zwei Serine als MAP Kinase Phosphorylierungsstellen (Letunic and Bork, 2018).
Eine spezifische Phosphorylierungsstelle fir MAP Kinasen stellt ein Serin oder Threonin
gefolgt von einem Prolin dar. Fir PPL1 wurden Serin 87 und Serin 115 identifiziert
wohingegen es bei PPL2 Serin 82 und Serin 113 sind. Uberraschenderweise wurde in dem
Alignment ein identischer C-Terminus, der keinerlei Ahnlichkeit mit bekannten
Signalpeptiden zeigt, sichtbar (Abbildung 3). Mit Hilfe von Sequenz-Alignments mit
bekannten PHD-Domanen Proteinen wurden die Cysteine und Histidine der vorhergesagten
PHD-Domane fir PPL1 bereits bestimmt (Missal, 2014). In dem durchgefiihrten paarweisen
Sequenz-Alignment konnten diese Elemente auch in PPL2 identifiziert werden (Abbildung 3).
Diese Ubereinstimmung lasst vermuten, dass neben der PHD-ahnlichen Doméne womdglich
auch die Phosphorylierungsstellen und der C-Terminus zur funktionellen Arbeitsweise der
Proteine beitragen.

2+

PPL2 L ERRVCCMCGDVG F FEHE
D

PPL1 IERgVCCMCGDVGFH

PPL2 /NGG -

PPL1 SSS S\IRSE\SP
PPL2 SP' A TRRYKLLKDVMC
PPL1 THRRYKTE TRRYKLLKDVMC

Abbildung 3 Alignment von PPL1 und PPL2. Alignment der Aminosdure-Sequenz von PPL1 und PPL2.

IKINONWYEQCEAK SR
Ely T EJ§@VYER SDDRKL

TTSSSIPP
RHDQVAKG\ DG

Schwarze Hinterlegung steht fur identische und graue Hinterlegung fiir &hnliche Aminosduren. Die Zink-
koordinierdenden Cysteine/Histidin der PHD-&hnlich Doméne sind mit Klammern gekennzeichnet. Der
identische C-Terminus ist mit einem roten Rahmen markiert. Das Alignment erfolgte mit ClustalW und die

Darstellung mit Boxshade. Rote Sterne = MAP Kinase Phosphorylierungsstellen
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Neben einer NCBI blastp (basic local alignment tool protein)-Suche, ausgehend von der
PPL1 Aminosdure-Sequenz, konnten mit einer Genom-Analyse (plantsENSEMBL genomes)
ausgehend von PPL1 ubereinstimmend orthologe Proteine beziehungsweise Gene in weiteren
Pflanzen-Spezies identifiziert werden (Altschul et al., 1990; Howe et al., 2019). Dabei zeigte
sich, dass diese orthologen Gene ausschlieBlich in bluhenden Pflanzen zu finden sind
(Abbildung 4). Neben der Spezifitat fir Pflanzen deutet dies, in Kombination mit der
spezifischen Expression von PPL1 in Bluten, auf eine mogliche essentielle Funktion in der
Blutenentwicklung hin. Weiterhin wurde deutlich, dass in den unterschiedlichen Spezies
jeweils mindestens eine PPL1-dhnliche und eine PPL2-dhnliche Variante konserviert
vorliegen. Ein Beispiel dafir konnte in einem phylogenetischen Baum der A. thaliana
Gensequenzen mit orthologen Gensequenzen aus den Kreuzblutlern dargestellt werden
(Anhang 3 A). In diesem multiplen Alignment wurde deutlich, dass die bereits beschriebenen
Elemente von PPL1 und PPL2 hochkonserviert sind. Darunter fallen die PHD-&hnliche
Doméne, die zweite der beiden MAP Kinase Phosphorylierungsstellen und der identische C-
Terminus (Anhang 3 B). Zwischen diesen konservierten Elementen befinden sich Bereiche
mit einer viel héheren Variabilitdt an Aminosauren. Damit besteht die Hypothese, dass alle
drei Elemente eine notwendige Funktion erfiilllen. Uberraschenderweise ist von den
Phosphorylierungsstellen fir MAP Kinasen nur die zweite Phosphorylierungsstelle
konserviert, was flr eine Regulation in dieser Position sprechen konnte.

PPL1 und PPL2 sind hoch konservierte Gene und somit wichtig fiir eine pflanzen-spezifische
Funktion wie zum Beispiel die Pathogen-Abwehr oder die Blutenentwicklung. Ausgehend
von den bekannten Anhaltspunkten sollten PPL1 und PPL2 funktionell charakterisiert werden

um die Einordnung in einen pflanzen-spezifischen Prozess zu erleichtern.
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——  Selaginella moellendorifii: 3 homologs

l< Papilionoideae: 8 homologs
.

fgenesh2 kg.1 20 AT1G02070.1, Arabidopsis lyrata
AT1G02070, Arabidopsis thaliana
] Bo8g118220, Brassica oleracea
-. BnaCnng09050D, Brassica napus
1 Bra032663, Brassica rapa
Pentapetalae: 7 homologs
< Brassica: 4 homologs
. I‘ Brassica: 3 homologs
L ] AT3G60520, Arabidopsis thaliana
scaffold_503284.1, Arabidopsis lyrata
BVRB_1g018390, Beta vulgaris subsp. vulgaris
m—==mll Solanum: 2 homologs
I—— Musa acuminata subsp. malaccensis: 4 homologs
-< Pooideae: 5 homologs

4 Oryza: 4 homologs

u
" 5 OGLUMO2G271 30, Oryza glumaepatula

L] ™ KN539030.1_FG012, Oryza longistaminata
. OMERI02G25950, Oryza meridionalis
0OB02G33860, Oryza brachyantha
LPERR02G21640, Leersia perrieri

-~——— Andropogoneae: 3 homologs

'< Poaceae: 22 homologs

AMTR_s00106p00140610, Amborella trichopoda

———  Tracheophyta: 3 homologs

Abbildung 4 Phylogenetischer Baum orthologer Gene zu PPL1. Der Phylogenetische Baum zur Darstellung

der 71 orthologen und 1 paralogen Gene zu PPL1 aus A. thaliana wurde mit plantsENSEMBL genomes
erstellt (Howe et al., 2019). Die orthologen Gene sind begrenzt auf blihende Pflanzen (Monokotyledone und
Dikotyledone). Rot = Gen von Interesse (PPL1), blau = paraloges Gen (PPL2); Quadrate: weil} =
Endpunkt/Gen, schwarz = Spezialisierungs-Knoten, weinrot = Verdopplungs-Knoten, tirkis = mehrdeutiger
Knoten; graue Dreiecke = zusammengefasster Baumteil

3.2 PPL1 und PPL2 sind MAP Kinase Substrate

PPL1 wurde 2005 als MPK3 Substrat, einer in der Pathogen-Abwehr gut untersuchten Kinase,
mittels Protein-Mikroarray identifiziert und in einem in vitro Kinase-Assay bestéatigt (Feilner
et al., 2005; Missal, 2014). Mit Hilfe der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation (BIFC,
bimolecular fluorescence complementation) konnte die in vivo Interaktion mit den PAMP-
induzierten Kinasen MPK3, MPK4, MPK6 und MPK11 bereits in meiner Masterarbeit
gezeigt werden (Missal, 2014). Die YFP-Signale wurden im Zellkern und schwacher auch im
Zytoplasma beobachtet. Diese Ergebnisse konnten wéhrend meiner Promotion bestatigt
werden. Ausgehend von den vorhandenen Daten sollten weiterfiihrende Untersuchungen unter
Einbeziehung des homologen PPL2 beziiglich der in vivo Interaktion mit MAP Kinasen, der
Phosphorylierung und der Funktion der MAP Kinase Phosphorylierung erfolgen.
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3.2.1 Lokalisation von PPL2 im Zellkern

Viele bereits beschriebene Substrate der MAP Kinasen MPK3 und MPKG6 zeigen ihre
Funktionen bei der Reaktion auf Pathogen Erkennung, zum Beispiel in der Genregulation
oder der direkten Regulation von Biosynthese Wegen (Joo et al., 2008; Qiu et al., 2008a). Flr
die Eingrenzung der mdglichen Lokalisation von PPL1 und PPL2 wurde die vorhergesagte
PHD-ahnliche Domane herangezogen. Diese Domanen zeigen Uberwiegend eine Funktion in
der Erkennung von Histon-Modifikationen und deuten damit auf eine Lokalisation im
Zellkern hin (Bienz, 2006). Eine solche Lokalisation konnte bereits flir PPL1 gezeigt werden
und wurde deshalb auch fur PPL2 vorhergesagt (Missal, 2014). Bei der Aktivierung der MAP
Kinase Kaskaden zum Beispiel nach der Pathogen-Erkennung werden die Substrate von den
MAP Kinasen phosphoryliert. Eine solche Phosphorylierung kann zur verdnderten
Bindungsspezifitat, zur Anderung der Proteinstabilitit oder auch zur Re-Lokalisation filhren
(Djamei et al., 2007; Qiu et al., 2008a; Pecher et al., 2014; Tabassum et al., 2019). Deshalb
sollte weiterfiihrend gepriift werden, ob die Lokalisation beider Proteine von dem
Phosphorylierungs-Status abhangig ist.

Hierfur wurden beide Gene unter 35S-Promotor mit N-terminaler YFP Markierung durch
Transformation von A. thaliana Protoplasten zur heterologen Proteinproduktion eingebracht
(2.2.2.10). Die bereits beschriebene Lokalisation fiir PPL1 konnte bestdtigt werden
(Abbildung 5 A). PPL2 zeigte im Gegensatz dazu eine stiarkere Konzentrierung im Zellkern,
jedoch trotzdem mit Signalen im Zytoplasma (Abbildung 5 B). Mittels transienter Expression
von YFP-PPL1 und YFP-PPL2 unter 35S-Promotor in Nicotiana benthamiana Mesophyll-
Zellen konnte die Verteilung von PPL1 (Zellkern und Zytoplasma) und PPL2 (hauptsachlich

Zellkern) in drei unabhangigen Experimenten bestétigt werden (Anhang 4 A).

Zur Untersuchung des Einflusses des Phosphorylierungs-Status auf die Lokalisation wurden
zwei unterschiedliche Ansétze verfolgt. Einerseits wurden Protoplasten einer bereits
mikroskopisch untersuchten Transformation fur eine Stunde mit 100 nM flg22 behandelt und
anschliefend erneut gepriift. Hierbei diente die Behandlung mit dem flg22 Peptid als
Werkzeug zur Aktivierung der in der Pathogen-Abwehr involvierten Kinasen MPK3, MPK6
(Asai, Tena et al. 2002), MPK4 und deren paraloger Kinase MPK11 (Bethke et al., 2012;
Pecher et al., 2014). Es konnte jedoch keine Veranderung der Lokalisation von PPL1 und
PPL2 beobachtet werden (Abbildung 5 A und B). Andererseits wurden die Phospho-Null
Mutanten PPL1** (PPL1 S87A S115A) und PPL2** (PPL2 S82A S113A) auf ihre

Lokalisation untersucht. Hierbei handelt es sich um Mutanten bei denen die Serine der zwei
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MAP Kinase spezifischen Phosphorylierungsstellen durch Alanine ausgetauscht worden sind
und dadurch eine Phosphorylierung an diesen Stellen nicht mehr moglich ist. Sowohl bei
PPL1"* als auch bei PPL2"* konnte die gleiche Lokalisation wie bei den WT-Proteinen
beobachtet werden (Abbildung 5 A und B).

A
unbehandelt 100 nM flg22 unbehandelt 100 nM flg22
C '\,‘y v ,{?
N QM
a X R
55
AK: HA
35—
Amido- ‘
schwarz - -

Abbildung 5 Lokalisation von PPL1 und PPL2 in Zellkern und Zytoplasma von A. thaliana Protoplasten.
Transiente Expression unter 35S-Promoter von (A) YFP-HA-PPL1, YFP-HA-PPL1*, (B) YFP-HA-PPL2 und
YFP-HA-PPL2* in A. thaliana Col-0 Protoplasten. Die YFP-Signale wurden 16 h nach Transformation mittels

konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Nach der Behandlung mit 100 nM flg22 fur 1h erfolgte die Analyse
weiterer Protoplasten der gleichen Transformation. Die Ergebnisse wurden bei 3 unabhangigen Experimenten
beobachtet. Mal3stabsbalken entspricht 10 nm. n>15 (C) Proben zur Kontrolle der Genexpression wurden 16h
nach Transformation eingefroren und mittels Western-Blot (HA-Antikorper) analysiert. Die Amidoschwarz

Féarbung diente als Ladekontrolle.

Fur die Kontrolle auf korrekte Expression der Konstrukte in den A.thaliana Protoplasten
wurden Proben der einzelnen Transformationen mittels Western-Blot analysiert (Abbildung
50C).

Mit diesen Untersuchungen war es moglich zu zeigen, dass die Lokalisation von PPL1 und
PPL2 unabhéngig von dem Phosphorylierungs-Status ist und auch die Aktivierung der MAP

Kinasen nach flg22 Behandlung darauf keinen Einfluss nimmt. Davon ausgehend war es
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notwendig zu zeigen, dass es sich bei PPL1 und PPL2 um physiologische Substrate von MAP
Kinasen handelt.

3.2.2 Die Interaktion der PPL-Proteine mit MAP Kinasen in A. thaliana Protoplasten

In meiner Masterarbeit konnte bereits fir PPL1 die in vivo Interaktion mit MAP Kinasen
gezeigt werden (Missal, 2014). Da die postulierte Phosphorylierung keinen Einfluss auf die
Lokalisation von PPL1 und PPL2 gezeigt hat, war es notwendig die physiologische
Interaktion mit den MAP Kinasen fur PPL2 zu bestatigen. Hierfir wurden Bimolekulare
Fluoreszenzkomplementations Untersuchungen mit den nach PAMP-Behandlung aktivierten
Kinasen MPK3, MPK4, MPK6 und MPK11 durchgefiihrt. Da zu diesem Zeitpunkt weiterhin
eine Funktion in der Pathogen-Abwehr angenommen wurde, fungierte die in diesem Bereich
nicht involvierte MPKS8 als Negativ-Kontrolle (MAPK Group, 2002). Die Ergebnisse fir
PPL1 mit MPK3, MPK4, MPK6 und MPK11 zeigten Komplementations-Signale sowohl im
Zellkern als auch im Zytoplasma (Missal, 2014).

Fur die durchgefiihrten Untersuchungen wurden A. thaliana Protoplasten mit PPL1/PPL2 (C-
terminale Fusion mit cYFP-HA) in Kombination mit jeweils einer Kinase (C-terminale Fusion
mit nYFP-c-myc) transformiert. Es konnte beobachtet werden, dass PPL2 ebenfalls mit den
PAMP-induzierten Kinasen interagiert. Abweichend von PPL1 fanden die Interaktionen
zwischen PPL2 und MPK3, MPK6, MPK4 und MPK11 fast ausschlieBlich im Zellkern statt
(Abbildung 6). Dieser Unterscheid ist nicht verwunderlich, da auch die Lokalisation von
PPL2 alleine tberwiegend im Zellkern zu finden war. Weiterhin muss bemerkt werden, dass
die Interaktionen bereits ohne den flg22 Stimulus beobachtet werden konnten. Bei der
Negativ-Kontrolle konnten, trotz erfolgreicher Expression, keine Signale beobachtet werden.
Die Uberpriifung der Expression der transformierten Konstrukte erfolgte fir jede
Transformation mittels Western-Blot Kontrolle (Abbildung 6 F).

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass PPL2 genau wie PPL1 unter
physiologischen Bedingungen mit MAP Kinasen interagieren kann und dies unabhangig von
Stimuli wie zum Beispiel flg22. In weiteren Experimenten sollte Gberprift werden, ob durch

diese Interaktion auch eine Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 vermittelt wird.
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Abbildung 6 Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation von PPL2 mit vier MAP-Kinasen (MPK3, MPK4,
MPK6 und MPK11) in A. thaliana Protoplasten. Transiente Expression unter 35S-Promoter von cYFP-HA-PPL2
mit nYFP-c-myc-MPK3 (A), nYFP-c-myc-MPK6 (B), nYFP-c-myc-MPK11 (C), nYFP-c-myc-MPK4 (D) oder
nYFP-c-myc-MPK8 (E) in A. thaliana Col-0 Protoplasten. Die YFP-Signale wurden 16 h nach Transformation

mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 3 unabhdngigen
Experimenten. Mal3stabsbalken entsprichen 10 nm. n>7 (F) Proben zur Kontrolle der Genexpression wurden
16h nach Transformation eingefroren und mittels Western-Blot (HA oder c-myc Antikoérper (AK)) analysiert.

Die Amidoschwarz Féarbung diente als Ladekontrolle.

3.2.3 Die Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 durch MAP Kinasen

Ob die Interaktion mit den MAP Kinasen tatsachlich zu einer Phosphorylierung an den
vorhergesagten Phosphorylierungsstellen fiihrt, sollte zun&chst die in vivo Phosphorylierung
von PPL1 und PPL2 unter Verwendung von MPK3, MPK6 und MPK4 untersucht werden
(2.2.2.5). Dafir erfolgte die rekombinante Protein-Produktion und —Aufreinigung aller
verwendeten Proteine laut Protokoll (2.2.2.3, Anhang 5 A). Fir die Phosphorylierungs-
Reaktion wurden vorhandene rekombinante und aktivierte MAP Kinasen verwendet (Pecher
et al., 2014). In den durchgefihrten Experimenten konnte sowohl fiir PPL1 als auch fiir PPL2
eine bevorzugte Phosphorylierung durch MPK3 im Vergleich zu MPK4 und MPKG6
beobachtet werden. Diese Substrat-Spezifitat wird durch die etwas schwécheren Signale bei
der Positiv-Kontrolle (MBP, MYELIN BASIC PROTEIN) durch MPK3 noch verstérkt
(Abbildung 7). Da es sich bei MBP um ein generisches Substrat fir MAP Kinasen handelt,
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wird eine einheitliche Phosphorylierung angenommen und es in in vitro Phosphorylierungs-

Assays als Positiv-Kontrolle eingesetzt.
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Abbildung 7 In vitro Phosphorylierung von PPL1 und PPL2. Dargestellt sind Signale der in vitro Inkubation

von rekombinant gereinigtem PPL1-GST und PPL2-GST mit rekombinant gereinigtem und aktivierten MPK3,
MPK4 und MPKS6 Protein (Pecher et al., 2014) und y*P-ATP. Die Coomassie Brilliant Blue (CBB) Farbung

diente als Ladekontrolle. Exemplarische Darstellung eines der vier unabhangigen Experimente.

Damit konnten die Ergebnisse des bereits beschriebenen Kinase-Assays fiir PPL1 bestatigt
werden (Missal, 2014). In einem Versuch konnte die fast vollstandige Reduktion der in vitro
Phosphorylierung der PPL1** und PPL2** Mutanten gezeigt werden (Anhang 6 B). Nach der
Interaktion von PPL1 und PPL2 mit den PAMP-induzierten Kinasen war es méglich nun auch
eine in vitro Phosphorylierung durch MPK3, MPK4, und MPK6 entweder an einer oder

beiden der entsprechenden MAP Kinase Phosphorylierungsstellen zu zeigen.

Im Folgenden sollten diese Ergebnisse in einem physiologischen System validiert werden.
Dafiir wurden in A.thaliana Protoplasten N-terminal HA-fusionierte PPL1/PPL2
Uberexprimiert und die Protein-Produktion wurde mittels Western-Blot analysiert. Die
Detektion der Proteine erfolgte dabei entweder mit oder ohne Ko-Expression mit einer
ubergeordneten Kinase der Kinase-Kaskaden und mit oder ohne flg22 Behandlung. Dabei
wurden die Proben einerseits Uber eine herkdmmliche SDS-PAGE und andererseits iber eine
mit phostag™-Reagenz (Fujifilm, www.labchem-wako.fujifilm.com) versetzte SDS-PAGE
aufgetrennt. Mit dieser Methode ist es moglich, phosphorylierte Proteine durch verlangsamte
Migration in der phostag™-Acrylamid-Matrix durch die zusatzlichen negativen Ladungen
von nicht-phosphorylierten Proteinen zu trennen.

Zur Aktivierung von PAMP-induzierten Kinasen und damit der postulierten Phosphorylierung
von PPL1 und PPL2 wurden die A. thaliana Protoplasten fiir eine Stunde mit 100 nM flg22
behandelt. Im Vergleich dazu erfolgte eine Ko-Expression von PPL1 oder PPL2 mit einer
konstitutiv aktivierten MKKS5 aus Petroselinum crispum (PcMKK5PP) oder deren Kinase-
inaktiven Mutante PCMKK5"® (Lee et al., 2004). Durch den Austausch von Serin 217 und

38



Ergebnisse

Threonin 211 in der Aktivitatsschleife von PcMKKS5 zu Asparaginsaure (D) werden
Phosphorylierungen nachgeahmt und diese fuhren zur konstitutiv erhdhten Aktivitat der
Kinase (PcMKK5PP). Die Kinase-inaktive Mutante (PcMKK5"®) wurde durch die Mutation
des Lys 99 in der ATP-Bindungs-Tasche zu Arginine (R) generiert (Lee et al., 2004). Als ein
Homolog von AtMKK4/5 wurde die PcMKKS5 ausgewahlt, da sie als Gbergeordnete Kinase in
den Kinase-Kaskaden auch in A. thaliana zur Aktivierung von MPK3 und MPKG®, aber nicht
von MPK4 und MPK11 fiihrt (Lassowskat et al., 2014).

Bei der Analyse des Laufverhaltens von PPL1 in der phostag™-Acrylamid-Matrix zeigte
sich, dass bei der mit flg22 behandelten Probe eine sehr kleine PPL1 Retardierung beobachtet
werden konnte (Abbildung 8, Spur 2). Diese Verschiebung wurde jedoch deutlicher bei dem
Vorhandensein der konstitutiv aktiven Kinase PcMKK5P® (Abbildung 8, Spur 3). Innerhalb
aller durchgefiinrten Experimente konnten auch starkere Anderungen im Laufverhalten
beobachtet werden (Anhang 6). Es kann ausgeschlossen werden, dass das VVorhandensein der
iibergeordneten Kinase allein fiir diese Verschiebung von PPL1 in der phostag™-Acrylamid-
Matrix verantwortlich ist, da bei der Kinase-inaktiven Variante eine nahezu wie WT laufende
Bande detektiert werden konnte (Abbildung 8, Spur 4).
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Abbildung 8 In vivo Phosphorylierung von PPL1 in A. thaliana Col-0 Protoplasten. Transiente Expression von
HA-PPL1 oder HA-PPL1* mit c-myc-PcMKKS5P® bzw. c-myc-PcMKK5*® in A. thaliana Protoplasten. Die
Behandlung mit 100 nM flg22 fir eine Stunde erfolgte 16h nach Transformation. Daraufhin wurden alle Proben

eingefroren und mittels phostag™ SDS-PAGE oder herkémmlicher SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse
erfolgte ber Western Blot Detektion (HA oder c-myc Antikdrper (AK)). Zur Veranschaulichung der
Unterschiede wurden rote Balken auf die mittlere Hohe jeder Bande gelegt. Dargestellt sind die Ergebnisse eines

von 3 unabhéngigen Experimenten. Die Amidoschwarz Férbung diente als Ladekontrolle.

Als Kontrolle, dass es sich bei den beobachteten Verschiebungen tatséchlich um
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Phosphorylierungen an den MAP Kinase Phosphorylierungsstellen (Serin 87 und/oder Serin
115) handelt, wurde die Phospho-Null Mutante PPL1** mitgefiihrt. Diese zeigte keine
Retardierung der Proteinbanden und bestétigt damit die Phosphorylierung von PPL1 durch
MPK3 und/oder MPK®6 an einer oder beiden Phoshporylierungsstellen (Abbildung 8, Spur 5 —
8).

Im Gegensatz zu PPL1 konnte fiir PPL2 eine klare Auftrennung zwischen phosphoryliertem
und nicht-phosphoryliertem PPL2 in zwei distinkten Western-Blot Banden detektiert werden.
Es ist klar zu erkennen, dass die flg22 Behandlung bereits zur Phosphorylierung eines kleinen
Teils der PPL2 Proteine fihrt (Abbildung 9, Spur 2). Nahezu das gesamte PPL2 Protein zeigte
eine Retardierung der Western-Blot Banden durch das VVorhandensein der konstitutiv aktiven
PcMKKS5PP an. Die Anwesenheit der Kinase-inaktiven MKK5"® fiihrte dagegen zu keinerlei
Verschiebung und damit keiner Phosphorylierung (Abbildung 9, Spur 3 und 4). Genau wie bei
PPL1** ist auch die fehlende Verschiebung bei PPL2"* ein eindeutiger Beweis, dass die
beobachteten Phosphorylierungen durch MAP Kinasen an einer oder beiden Phospho-

rylierungsstellen (Serin82 und Serin113) hervorgerufen wurden (Abbildung 9, Spur 5 - 8).
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Abbildung 9 In vivo Phosphorylierung von PPL2 in A. thaliana Col-0 Protoplasten.Transiente Expression
von HA-PPL2 oder HA-PPL2** mit c-myc-PcMKKS5P® beziehungsweise c-myc-PcMKKS ? in A. thaliana
Protoplasten. Die Behandlung mit 100 nM flg22 fur eine Stunde erfolgte 16h nach der Transformation.

Daraufhin wurden alle Proben eingefroren und einerseits mittels phostag™ SDS-PAGE und andererseits
herkdommlicher SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse erfolgte Uber Western Blot Detektion, mittels HA oder
c-myc Antikorper (AK). Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 3 unabhdngigen Experimenten. Die

Amidoschwarz Férbung diente als Ladekontrolle

Zusammenfassend konnte bestétigt werden, dass die Phosphorylierung von PPL1 und PPL2

durch MAP Kinasen erfolgen kann. Da die PcCMKKS5 spezifisch fur die Aktivierung von
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MPK3 und MPKG® ist, kann davon ausgegangen werden, dass mindestens eine Kinase oder
sogar beide fur die Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 verantwortlich sind. In
Kombination mit den in vitro Ergebnissen kann die MPK3 als vorherrschende MAP Kinase
vermutet werden. Im weiteren Verlauf sollte der Effekt dieser Phosphorylierung im

Zusammenhang mit der Funktion untersucht werden.

3.2.4 Eine mogliche Veranderung der Proteinstabilitat durch Phosphorylierung

Post-translationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder Ubiquitinierung tragen zur
Regulierung unterschiedlicher Prozesse bei, indem bestimmte Eigenschaften der Substrate
verandert werden. Die Phosphorylierung von MAP Kinase Substraten kann zum Beispiel zu
verstarkter DNA Bindungsaktivitdt (Li et al., 2015), zur Re-Lokalisation (Djamei et al.,
2007), zur verstérkten Proteinbindung (Xu and Chua, 2012) oder zur Veranderung der
Proteinstabilitat (Meng et al., 2013b; Pecher et al., 2014; Wang et al., 2014) fiihren. Da noch
keine weiteren Informationen Uber die Funktionalitdt von PPL1 und PPL2 vorlagen und die
Re-Lokalisation bereits ausgeschlossen werden konnte (3.2.1), sollte geprift werden ob die
Phosphorylierung zu einer Veranderung der Proteinstabilitat fihren kann.

Dazu wurde zundchst die Abbau-Rate der rekombinanten Proteine in einem Roh-Extrakt im
Zuge eines Zell-freien Abbau-Assays (Lyzenga et al., 2012) untersucht (2.2.2.2). Die
Aufreinigung der Proteine erfolgte nach Standard-Protokoll (Anhang 5, 2.2.2.3). Fur den
Assay wurden die rekombinanten Proteine in A. thaliana Col-0 Keimling-Extrakten bei 30°C
inkubiert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb einer Stunde Proben enthommen,.
Mittels Western-Blot Analyse konnte der Proteinabbau tiber die Zeit verfolgt werden. Sowohl
fur PPL1 als auch fir PPL2 konnte bei 30 Minuten nahezu kein Protein detektiert werden
(Abbildung 10, Spur 1-5). Dies deutet auf eine schnelle Abbau-Rate der Proteine unter
physiologischen Bedingungen hin. Zur Uberpriifung ob dieser Abbau tiber das 26S-Proteasom
verlauft, wurden die Extrakte mit dem kompetitiven Proteasom Inhibitor MG115 behandelt
(Yang et al., 2004). Ein Abbau konnte daraufhin nicht mehr detektiert werden (Abbildung 10,
Spur 6-10). Um einen Loésungsmittel-Effekt des in DMSO geldsten MG115 auszuschlief3en,
wurden zusatzlich Proben nur mit DMSO in gleicher Konzentration behandelt. In diesem Fall
fand der Abbau fast wie bei den unbehandelten Proben statt (Abbildung 10, Spur 11-15).
Damit konnte gezeigt werden, dass der schnelle Abbau von PPL1 und PPL2 (iber das 26S-

Proteasom erfolgt. In weiteren Experimenten war es moglich zu zeigen, dass sich PPL1** und
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PPL2** wie die WT-Proteine verhalten. Dies deutet darauf, dass eine Phosphorylierung nicht

notwendig flr den Abbau zu sein scheint (Anhang 6 C).
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Abbildung 10 Zell-freier Abbau-Assay mit PPL1 und PPL2. Die rekombinant gereinigten Proteine GST-PPL1

und GST-PPL2 wurden in je einem A. thaliana Col-0 Extrakt aus Keimlingen ohne Proteasom-Inhibitor MG115,
mit MG115 oder mit dem Ldsungsmittel DMSO inkubiert. Die Probenentnahme erfolgte zu den angegebenen
Zeitpunkten. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot (GST Antikdrper (AK)) Analyse. Dargestellt sind die
Ergebnisse eines von 4 unabhéngigen Experimenten. Die Amidoschwarz Farbung diente als Ladekontrolle.

Ob die Phosphorylierung einen Einfluss auf die Proteinstabilitdt von PPL1 und PPL2 ausiibt,
sollte in A. thaliana Protoplasten untersucht werden. Hierfiir erfolgte die Uberproduktion von
PPL1, PPL1** PPL2 und PPL2"** in entsprechend transformierten A. thaliana Protoplasten.
Obwohl PPL1 und PPL2, anhand der bisherigen Ergebnisse, unstabile Proteine zu sein
scheinen, konnten keine Unterschiede in den Proteinleveln mit und ohne flg22 Behandlung
detektiert werden (Abbildung 11 A, vgl. Spur 2,3 mit 6,7). Um sicher zu gehen, dass mogliche
Anderungen nicht durch die schnelle Genexpression tiber den 35S-Promoter maskiert wurden,
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Abbildung 11 Proteinstabilitdt von PPL1 und PPL2 nach flg22 Behandlung in A. thaliana Protoplasten.
Transiente Expression unter 35S-Promoter von (A) HA-PPL1 und HA-PPL2 sowie (B) HA-PPL1** und HA-
PPL2* in A. thaliana Protoplasten. Die Behandlung mit 100 nM flg22 und 1 pM Cycloheximid, einzeln und in

Kombination, erfolgte 16h nach Transformation. Die Proben wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
eingefroren und mittels Western Blot analysiert. (A) Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 6 unabhéngigen
Experimenten. (B) Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 2 unabhangigen Experimenten. Die Amidoschwarz

Farbung diente als Ladekontrolle.
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erfolgte eine zusatzliche Behandlung mit dem Translations-Hemmer Cycloheximid (CHX)
(Schneider-Poetsch et al., 2010). Uber die Zugabe des Cycloheximids wurde die Neusynthese
von Proteinen verhindert und die Detektion des reinen Protein-Abbaus ermoglicht. Die
Detektion der am N-Terminus HA-markierten Proteine erfolgte mittels Western-Blot. In mit
CHX behandelten Proben von PPL1 und PPL2 konnte nach einer Stunde nahezu kein Protein
mehr detektiert werden (Abbildung 11 A, Spur 4,5). Diese Ergebnisse des schnellen Protein-
Abbaus stimmen mit denen des Zell-freien Abbau-Assays tberein (Abbildung 10). Wenn nun
die Behandlung sowohl mit Cycloheximid als auch flg22 erfolgt, ist es mdglich eine
Verénderung des Abbaus nach flg22 Behandlung durch den Vergleich zu den Cycloheximid
Proben zu erkennen. Fir PPL1 und PPL2 zeigte sich bei der kombinierten Behandlung
deutlich mehr Protein, was fir eine Verlangsamung des ublichen Abbaus stehen kann
(Abbildung 11 A, vgl. Spur 4,5 mit 8,9). Die flg22 Behandlung und somit womdglich die
Phosphorylierung scheint bei PPL1 sowie PPL2 zu einer erhdhten Protein-Stabilitat zu fihren.
Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurden die Phospho-Null Mutanten beider Proteine

1”4 als auch

ebenfalls untersucht. Genau wie bei den WT-Proteinen konnten sowohl bei PPL
bei PPL2** keine klar unterschiedlichen Proteinlevel allein nach flg22 Behandlung
beobachtet werden (Abbildung 11 B, vgl. Spur 2,3 mit 6,7). Im Vergleich zu den WT-
Proteinen zeigten die Phospho-Null Mutanten bereits bei der Behandlung nur mit
Cycloheximid scheinbar hohere Proteinlevel (Abbildung 11 B, Spur 4)5). Da die
Phosphorylierung der MAP Kinase Stellen bei diesen Mutanten nicht mdglich war, muss
dieser veranderten Regulation ein weiterer unbekannter Mechanismus zu Grunde liegen. Auch
hier wurde die Behandlung von flg22 in Kombination mit Cycloheximid durchgefiihrt, um
den Protein-Abbau unabhingig vom Aufbau zu untersuchen. Fiir PPL2** konnten dabei in
zwei unabhangigen Experimenten niedrigere Proteinlevel beobachtet werden (Abbildung 11B,
PPL2** vgl. Spur 4,5 und 8,9). Im Gegensatz dazu, scheint die Regulation fiir PPL1**
variabel zu sein, da sowohl niedrigere als auch hohere Proteinlevel detektiert werden konnten.
Exemplarisch ist ein Experiment mit hoheren Proteinlevel nach Cycloheximid und flg22
Behandlung dargestellt (Abbildung 11B, PPL1** vgl. Spur 4,5 mit 8,9). Diese Ergebnisse
deuten daraufhin, dass PPL1 und PPL2 einer Regulation im Protein-Abbau nach flg22
Behandlung unterliegen, dies jedoch scheinbar nicht allein auf die Phosphorylierung durch die

MAP Kinasen zuriickgefiihrt werden kann.

AbschlieRend kann zusammengefasst werden, dass PPL1 und PPL2 als MAP Kinase
Substrate fungieren. Dabei interagieren sie mit den MAP Kinasen MPK3, MPK6, MPK4 und

MPK11 im Zellkern und Zytoplasma, werden sowohl in vitro als auch in vivo durch MAP
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Kinasen phosphoryliert und scheinen nach flg22 Behandlung in ihrer Stabilitat beeinflusst zu
sein. In welchem MaRe die Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 tatséchlich zu den
beobachteten Veranderungen der Proteinlevel beitragt, konnte mit Hilfe der durchgefihrten

Experimente nicht abschlielend geklart werden.
3.3 Funktionelle Analyse von PPL1 und PPL2

Sowohl PPL1 als auch PPL2 konnten als MAP Kinase Substrate bestatigt werden. Zuséatzlich
wurden Untersuchungen tber die Beeinflussung der Proteinstabilitat tiber Phosphorylierungen
durchgefuhrt, welche jedoch keine genauen Hinweise auf die Funktion der Proteine geben
konnten. Fir die weitere Analyse der Funktion nach der MAP-Kinase Aktivierung, war es
notwendig zu eruieren ob PPL1 und PPL2 auf der Ebene der Genregulation oder auf der
Ebene von Protein-Interaktionen arbeiten. Eine Untersuchung auf einen moglichen Einfluss
auf die Genregulation von zum Beispiel abwehr-relevanten Genen kdnnte Hinweise auf eine
Funktion in diesem Bereich geben. In Vorversuchen konnten Hinweise auf eine mdégliche
Regulation von abwehrrelevanten Genen durch PPL1 beobachtet werden, sodass diese
Maglichkeit mit genomweiten transkriptionellen Analysen als ein Uberblick tiber mogliche

Regulations-Bereiche geprift werden sollte.
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3.3.1 Transkriptionelle Analysen in PPL1 UE und ppl2 Linien

Fur die Analyse der allgemeinen Genexpression mittels Mikroarray standen in dem Jahr 2016
noch nicht alle notwendigen knock-out Pflanzenlinien zur Verfligung. Sowohl fir PPL1
(SALK _091010) als auch PPL2 (SALK 139823 und SALK_126470) wurden die
vorhandenen SALK-Linien untersucht. Fir PPL2 konnten fiir die Linie SALK-139823 keine
homozygoten Pflanzen identifiziert werden. Bei der SALK 126470 hingegen konnten
mehrere homozygote Pflanzen mit der T-DNA Insertion in der 5’UTR (nicht translatierte
Region) mit einem knock-down Effekt identifiziert und eine ausgewahlte charakterisiert
werden (Abbildung 12 A, B). Leider zeigte eine Sequenzierung der einzig verfugbaren Linie
fur PPL1, dass die Insertion im 3° UTR liegt und daher keinen Einfluss auf die Transkript-
Menge zeigt (Anhang 7 A).

A ppl2 B

T-DNA
At3gb0520

ALK, 126470 |

-243 nt

0.031

0.02 ATG TAG

= 0.01

relativ zu PP2A)
(=]
e

PPL2 mRNA Level

20 vs PPL2 K 20

Abbildung 12 Darstellung der Transkriptom Analyse von ppl2. (A) Aufgetragen ist das relative PPL2 mRNA

Level in ppl2 und Col-0 Keimlingen aus 2 unabhéngigen Experimenten. Zur statistischen Auswertung wurde
ein t-Test durchgefuhrt. (B) T-DNA Insertion der Linie SALK 126470 (ppl2) innerhalb der Promoter Region
von PPL2 (At3g60520). Uberblick tber die hoch (C) oder runter (D) regulierten Gene in ppl2 im Vergleich zu
Col-0 mittels Venny 2.0.2-CSIC (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

Fur den Mirkoarray wurde daher nur die knock down Linie von PPL2 verwendet. Fiir das

Experiment wurden Mutanten und Col-0 Pflanzen mit flg22 oder als Kontrolle H,O infiltriert,
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nach einer Stunde geerntet und fiir die RNA-Isolation verwendet. Zu diesem Zeitpunkt, wurde
von einer moglichen Funktion in der Pathogen-Abwehr ausgegangen, sodass die flg22
Behandlung mogliche Regulationsmechanismen héatte aufzeigen kénnen. In den statistisch
ausgewerteten Daten von ppl2 konnte nahezu keine veranderte Genexpression zur Col-0
Kontrolle gefunden werden. Ebenso zeigte die Behandlung mit flg22 fast keine Anderung des

Expressionsmusters (Abbildung 12).

Um auch Informationen tber PPL1 erhalten zu kénnen, wurden HA-PPL1 Uberexpressions
(UE)-Linien generiert und die Linie 7-5 ausgewdhlt. Im Vergleich zu anderen UE Linien zeigt

7-5 eine mittlere Expression und Proteinproduktion (Abbildung 13 A, B).

Fur PPL1 UE 7-5 wurden unterschiedliche Methoden wie die STRING-Analyse oder die
Darstellung mittels VENN-Diagramm zur Daten-Analyse angewandt. Hierbei zeigte sich ein
positiver Einfluss von PPL1 auf die Genexpression von Genen in der Pathogen-Abwehr, der
Photosynthese und der Jasmonat-Produktion (Abbildung 13 C). Der negative Einfluss auf die
Genexpression scheint sehr gering zu sein und sich auf den Zuckerhaushalt zu begrenzen
(Abbildung 13 D). Da es nicht moglich war, diese Anderungen der Genexpression in 3
unabh&ngigen Experimenten mittels relativer Echt-Zeit PCR Analyse zu bestétigen, kdnnen
lediglich globale Erkenntnisse ausgewertet werden. Dies an sich deutet jedoch daraufhin, dass
weder PPL1 noch PPL2 eine robuste Rolle in der Genregulation einnehmen und nur mégliche
Nebeneffekte detektiert werden konnten. Mdglicherweise agieren PPL1 und PPL2 (ber
indirekte Funktionen und zuséatzlich dazu bei anderen Entwicklungsstadien wie zum Beispiel
in der Bliite. Die Experimente mit der knock-out Linie fir PPL1 und der Uberexpressionslinie
fir PPL2 wurden aufgrund der geringen Auswertbarkeit nicht nachgeholt. Zur Klarung der
Funktion von PPL1 und PPL2 wurden daraufhin weitere Experimente zur Protein-
Interaktionsvermittlung beziehungsweise Histon-Modifikationserkennung durchgefiihrt, da
bekannt ist, dass Proteine mit PHD-Domanen als sogenannte Histon code reader fungieren
(Bannister and Kouzarides, 2011).
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Abbildung 13 Darstellung der Transkriptom Analyse von 7-5 (PPL1 UE). (A) Aufgetragen ist das relative

PPL1 Transkriptlevel in den Uberexpressionslinien UE 5-6, UE 7-5 und Col-0 Keimlingen aus 2 unabhéngigen
Experimenten. Zur statistischen Auswertung wurde ein t-Test durchgefiihrt. (B) Dargestellt ist eine Western-Blot
Analyse (HA-Antikorper) von Blattmaterial der Linien UE 5-6, UE 7-5 und Col-0. Die Amidoschwarz diente als
Ladekontrolle. Darstellung der hoch (C) oder runter (D) regulierten Gene zwischen 7-5 (PPL1 UE) und Col-0
unter Kontroll-Bedingungen mittels STRING Analyse (Szklarczyk et al., 2019). Legende: bekannte Interaktoren
(tirkis = Datenbanken, pink = Experimente), vorhergesagte Interaktoren (griin = Gen Nachbarschaft, rot =
Genfusion, blau = gemeinsam auftretende Gene) und andere Quellen (hellgriin = gemeinsames Auftreten in der

Literatur, schwarz = Ko-Expression, lila = Protein Homologie)
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3.3.2 Interaktionsanalysen fiir PPL1/PPL2 und Histonen

Zur Untersuchung ob PPL1 und PPL2 uber die PHD-&hnliche Doméne in der Lage sind den
N-Terminus von Histonen zu erkennen, wurde zuerst ein in vitro Histon-Assay in
Kooperation mit Dr. Andreas Fischer (MLU, Abteilung Entwicklungsgenetik) durchgefihrt.
Hierfur wurden PPL1 und PPL2 rekombinant tber ihren N-terminalen GST-Anhang mittels
GSH-Sepharose aufgereinigt (2.2.2.3). In ersten Versuchen wurden pull down Experimente
von Histonen aus Kalbsthymus (H1, H2A, H2B, H3 und H4) mit GST-PPL1, GST-
PPLImutPHD, GST-PPL1** und GST-Anhang allein durchgefihrt (2.2.2.1). Dabei sollte
PPL1mutPHD als Negativ-Kontrolle dienen. Hierbei handelt es sich um eine Variante bei der
alle fur die Zink-Koordination notwendigen Cysteine und das Histidin zu Alanin mutiert
wurden (vgl. Abbildung 3). Die stabile Faltung der Domane sollte dadurch verhindert werden
und damit die Erkennung von Histon-Modifikationen unterbrochen sein. In allen drei
Experimenten wurden Signale des H3-Antikdrpers bei den mitgefuhrten Negativ-Kontrollen
(z.B. GST-Anhang allein) detektiert. Im Gegensatz dazu war der Nachweis von gebundenen
Histonen mit PPL1 nur in einem der drei Experimente moglich (Daten nicht gezeigt). Diese
Ergebnisse deuten unter Berlicksichtigung des Versuchsaufbaus auf unspezifische Bindungen
zwischen den Histon-Proteinen und den rekombinanten Proteinen hin. Um ein
Versuchsaufbau mit physiologischeren Bedingungen zu ermdoglichen und gleichzeitig den
vorher verwendeten Histon-Mix aus Kalbsthymus zu umgehen, wurde ein weiteres pull down
Experiment mit einer Zellkern-Préparation aus A.thaliana Col-0 Pflanzen durchgefiihrt
(2.2.2.6). Auch in diesem Experiment konnte keine spezifische Interaktion der rekombinanten
Proteine (GST-PPL1, GST-PPL2 und GST-Anhang) mit Histon-Proteinen detektiert werden
(Anhang 5 C).

Um zu vermeiden, dass der Versuchsaufbau mit rekombinanten Proteinen, aufgrund fehlender
post-translationaler Modifikationen, zu unspezifischen Effekten fuhrt sollte in transgenen
Pflanzen gepruft werden ob HA-markiertes PPL1 mit endogenen Histon-Proteinen ko-
immunpréazipitieren koénnen. Hierfir wurden die bereits in 3.3.1 erwdhnten transgenen
Uberexpressions-Linien verwendet, deren Genexpression und auch Proteinlevel, unter
denaturierenden Western-Blot Bedingungen, sich voneinander unterschied (Linie 5-6 und 7-5,
Abbildung 13). Leider war es nicht moglich 1xHA-PPL1 in dem Extrakt I6slich zu
extrahieren, wodurch die Versuche zur Ko-Immunprézipitation nicht durchgefiihrt werden
konnten. Auch eine vorgelagerte Zellkern-Isolation aus A.thaliana Col-0 bzw. UE 5-6

Blattmaterial konnte die angestrebte PPL1 Anreicherung nicht gewahrleisten.
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Mit Hilfe von in vitro pull-down Experimenten war es also nicht madglich, eindeutige
Ergebnisse zur Interaktion zwischen PPL1 und PPL2 mit Histon-Proteinen zu erhalten. PPL1
scheint in physiologischen Extrakten schwer I6slich zu sein, was einen Hinweis auf eine enge
Chromatin-Assoziation darstellen koénnte. Davon ausgehend sollte die Interaktion mit

Histonen mit weiteren Experimenten untersucht werden.

3.3.3 Modoqgliche Ko-Lokalisation von PPL1/PPL2 mit Histonen

Da keine Ko-Immunoprazipitationsstudien mit PPL1 und Histon-Proteinen durchgefihrt
werden konnten, sollte zuerst die Lokalisation von PPL1 und PPL2 im Zellkern, welche fir
eine Funktion in diesem Kompartiment spricht, nochmals untersucht werden. Hierflir wurde
H3.1 (At5g65360) aus mehreren identifizierten Histonen in A.thaliana aufgrund der
ubiquitdren Expression ausgewéhlt (Okada et al., 2005). Es sollte gepruft werden, ob eine Ko-
Lokalisation von PPL1 mit H3.1 besteht und eine Interaktion zwischen diesen Proteinen
maoglich macht. H3.1 ist aufgrund seiner Funktion ausschlieflich im Kern zu finden und
konnte als ein mogliches Substrat fur die PHD-dhnliche Domanen von PPL1 und PPL2
fungieren. Wie bereits fir PPL1 und PPL2 beobachtet, lokalisieren auch CFP-PPL1 und CFP-
PPL2 im Zellkern und zu unterschiedlichen Anteilen ebenfalls im Zytoplasma, eventuell
hervorgerufen durch die Uberproduktion (Abbildung 14 A). Fiir H3.1 konnte ausschlieRlich
eine Kern-Lokalisation beobachtet werden. Damit tberschneidet sich die Lokalisation von
PPL1/PPL2 und H3.1, jedoch konnten kleinere Strukturen von YFP-H3.1 nicht liber den CFP
Kanal detektiert werden. Eine Interaktion ist moglich, kann jedoch mit diesen Daten nicht
bestatigt werden.

Zur Kontrolle der Expression aller verwendeten Konstrukte wurden Western Blot Proben
analysiert (Abbildung 14 B). Aufgrund der nahezu identischen GrolRe war es nicht mdglich
CFP-PPL1 und CFP-PPL2 von YFP-H3.1 auf zu trennen.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl PPL1 als auch PPL2 in A. thaliana Protoplasten
eindeutig auch im Zellkern lokalisieren. Ahnliche Ergebnisse konnten mit einer Kern-
Praparation aus transgenen tber-exprimierenden HA-PPL1 Linien fur PPL1 erreicht werden
(Anhang 4 B). Somit liegen die Proteine tiberwiegend im gleichen Kompartiment wie Histone
vor, sodass die Mdglichkeit einer physiologischen Interaktion besteht. Im weiteren Verlauf
sollten die moglichen Interaktionen ebenfalls im physiologischen System weiter untersucht

werden.
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Abbildung 14 Ko-Lokalisation von PPL1 und PPL2 mit H3.1 im Zellkern von A. thaliana Protoplasten. Die
YFP-Signale wurden 16 h nach Transformation mittels konfokaler Lasermikroskopie analysiert. Die YFP und

CFP Signale wurden in getrennten Kanélen detektiert und anschlieend mit den Signalen der Autofluoreszenz
(auto) Ubereinander gelegt (merge). (A) Transiente Ko-Expression unter 35S Promoter von CFP-PPL1 und
CFP-PPL2 mit YFP-H3.1 in A.thaliana Protoplasten. Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 3
unabhéngigen Experimenten. Protoplasten n>17 (B) Proben zur Kontrolle der Genexpression wurden 16h
nach Transformation eingefroren und mittels Western-Blot (GFP-Antikorper) analysiert. Die Amidoschwarz

Farbung diente als Ladekontrolle.

3.3.4 Interagieren PPL1/PPL2 mit Histonen iiber die PHD-&hnliche Doméne?

Eine weitere Mdglichkeit eine physiologische Interaktion von PPL1 und PPL2 mit Histon-
Proteinen zu zeigen, stellt die Bimolekulare Fluoreszenzkomplementation in A. thaliana
Protoplasten dar. Als Interaktionspartner wurde erneut H3.1 verwendet (Okada et al., 2005).
Es wurden A. thaliana Protoplasten mit folgenden Fusionsproteinen verwendet: c-YFP-HA-
PPL1, c-YFP-HA-PPL2 oder c-YFP-HA-PPL1mutPHD in Kombination mit jeweils nYFP-c-
myc-H3.1 oder nYFP-c-myc-H3.14N. Die PHD-&hnliche Domé&nen Null-Variante des PPL1
Proteins (c-YFP-PPLImutPHD) und das N-terminal um 43 Aminosauren verkirzte H3.1
Protein (n-YFP-H3.1AN) dienen als Negativ-Kontrolle. In den durchgefiihrten Experimenten
konnten Interaktionen zwischen PPL1 und H3.1 in dem Zellkern der A. thaliana Protoplasten
beobachtet werden (Abbildung 15). Um zu prufen ob die Bindung beider Partner tber die
PHD-&hnliche Doméne von PPL1 vermittelt wird, wurde die PPLImutPHD Variante als
Negativ-Kontrolle mitgefiihrt. Es zeigte sich, dass mit dieser Variante Uberwiegend keine
Interaktionen beobachtet wurden. Fir vereinzelt auftretende Interaktionen lie sich die
Lokalisierung nicht eindeutig bestimmen (vgl. Abbildung 15, oberes Beispiel nYFP-H3 mit
nYFP-PPL1ImutPHD). Dies kdnnte darauf hindeuten, dass es eine Vermittlung der Interaktion
zwischen PPL1 und H3.1 gibt, die auRerhalb der PHD-&hnlichen Domé&ne oder lber weitere
Interaktionspartner erfolgt. Als weitere Negativ-Kontrolle wurde das verwendete H3.1 N-
Terminal um 43 Aminosauren (H3.1AN) verkirzt. Diese 43 Aminoséuren entsprechen dem
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N-terminalen Bereich von Histonen an dem post-translationale Modifikationen wie
Methylierung, Phosphorylierung und Acetylierung auftreten konnen (Li and Li, 2012). Keines
der untersuchten Proteine (PPL1, PPL2 oder PPL1mutPHD) zeigte Signale mit der verkdrzten
H3.1 Variante (Abbildung 15). Dies spricht fir eine spezifische Interaktion zwischen PPL1
oder PPL2 mit H3.1.
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Abbildung 15 In vivo Interaktion von PPL1 und PPL2 mit H3.1 in A. thaliana Protoplasten. Transiente Ko-
Expression unter 35S-Promoter von cYFP-PPL1, cYFP-PPL2 und cYFP-PPL1mutPHD mit nYFP-H3.1 und
nYFP-H3.14ANtail in A. thaliana Protoplasten. Die YFP-Signale wurden 16 h nach Transformation mittels

konfokaler Lasermikroskopie analysiert. (A) Dargestellt sind die Ergebnisse eines aus 6 unabhdngigen
Experimenten. Der MaRstabsbalken entspricht 10 nm. n> 33 (B) Kontroll-Proben der Genexpression wurden
16h nach Transformation eingefroren und mittels Western-Blot (HA oder c-myc Antikdrper (AK)) analysiert.

Die Amidoschwarz Farbung diente als Ladekontrolle.
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Mit Hilfe der Bimolekularen Fluoreszenzkomplementation war es madglich eine in vivo
Interaktion zwischen PPL1 und H3.1 sichtbar zu machen. Die Interaktion zwischen
PPL1/PPL2 und dem H3.1 scheint vom N-Terminus des H3.1 abhé&ngig zu sein und gibt damit
einen Hinweis auf eine mogliche Erkennung von Modifikationen in diesem Bereich durch
PPL1/PPL2. Sowohl die vereinzelt auftretenden Signale zwischen PPL1mutPHD und H3.1 als
auch der Fakt, dass die Interaktion nur unter physiologischen Bedingungen detektiert werden
konnte, kdnnte einen Hinweis darauf geben dass weitere Interaktionspartner beteiligt sind.
Unter den Bedingungen der durchgefuhrten in vitro Experimente wirden die eventuell
notwendigen Interaktionspartner fehlen oder aufgrund fehlender Modifikationen nicht binden.
Es ist daher fir die weitere Untersuchung der Funktion notwendig, neue Bindungspartner zu
identifizieren und dabei unter physiologischen Bedingungen zu arbeiten.

3.4 Proximity labeling mit Biotin (BiolD)

Die bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass PPL1 und PPL2 sowohl mit MAP Kinasen als
auch Histonen interagieren kénnen, wobei die Interaktion mit H3.1 allein mit BIFC detektiert
werden konnte (3.2.2 und 3.3.4). Aufgrund der unzureichenden Proteinl6éslichkeit von PPL1
war es notwendig ein System zur ldentifizierung weiterer Interaktionspartner zu verwenden,
welches unter physiologischen Bedingungen verlédssliche Ergebnisse liefert. In den letzten
Jahren wurde die Biotin-Markierung von Proteinen in unmittelbarer Nachbarschaft
(proximity-labeling) mittels Biotin Ligase in Sdugerzellen fir unterschiedlichste
Anwendungen etabliert. In einer der ersten Veroffentlichungen zu Pflanzensystemen wurden
Interaktionspartner fiir OsFD2 in Oryza sativa Protoplasen identifiziert (Lin et al., 2017). Da
das PPL1 Protein fur Interaktionsstudien schwierig zu extrahieren ist, stellt diese Methode die
Maoglichkeit dar neue Interaktionspartner zu identifizieren. Weiterhin bietet die Arbeit mit
Protoplasten die Mdglichkeit mehrere Konstrukte gleichzeitig und mit geringem Zeitaufwand
zu testen. Zusatzlich ist es moglich unterschiedlichste Behandlungen mit z.B. PAMP oder
Hormonen durchzufuhren und damit ein vielseitig einsetzbares Werkzeug zur Identifizierung
von Proteinkomplexen zu kreieren. Aus diesem Grund sollte in dieser Arbeit diese Methode
in dem A. thaliana Protoplasten-System etabliert und neue Interaktionspartner fir PPL1 und
PPL2 identifiziert werden.

3.4.1 Optimierung der Biotin-Behandlung

Versuche zur Verwendung der in Sdugerzellen etablierten und optimierten BirA* Biotin

Ligase im Pflanzensystem waren nicht erfolgreich (Roux et al., 2012). Da die GroRe der

52



Ergebnisse

Biotin Ligase in Pflanzensystemen zu Problemen filhren kénnte, wurde die ebenfalls im
Sauger-System angewandte kleinere Biotin Ligase BiolD2 fur unsere Experimente in Betracht
gezogen (Kim et al., 2016). In VVorversuchen zeigte sich jedoch, dass die Aktivitéat bei den fir
Pflanzen optimalen Temperaturen von 18°C bis 20°C nur sehr gering war, da es sich bei der
BiolD2 um eine Biotin Ligase aus dem thermophilen Bakterium Aquifex aeolicus handelt. Fiir
weitere Experimente wurden dann eine in Hefezellen optimierte Biotin Ligase aus
Escherichia coli (TurbolD) und deren verkiirzte Variante (miniTurbolD) verwendet (Branon
etal., 2018).

Im Zuge eines Forschungsgruppen-Praktikums von Julia Lohmann (IPB Halle,
Masterstudentin, 2018) erfolgten die Klonierung und die Analyse der Biotinylierungs-
Aktivitdt bei unterschiedlichen Biotin-Konzentrationen und Zeitpunkten aller bereits
erwidhnten Biotin Ligasen. In Ubereinstimmung mit aktuellen Untersuchungen konnte schon
zu diesem Zeitpunkt gezeigt werden, dass TurbolD und miniTurbolD durch ihre hohere
Aktivitat schnellere Biotinylierung vermitteln und dies auch im optimalen Temperaturbereich
von Pflanzen (Mair et al., 2019). Die verwendeten Biotin-Konzentrationen in der Literatur fur
Pflanzen-Experimente variieren je nach Anwendung von 50 uM bis 2 mM (Lin et al., 2017,
Khan et al., 2018; Mair et al., 2019). Fiur O. sativa Protoplasten ist die optimale Biotin
Konzentration von 50 uM beschrieben, dies konnte von Julia Lohmann auch in A. thaliana

Protoplasten bestétigt werden (Lin et al., 2017).

An diese Arbeit anschlieend wurden weitere Experimente mit Konstrukten mit PPL1, PPL2
und CFP jeweils in Fusion mit der TurbolD Biotin Ligase in A.thaliana Protoplasten
durchgefuhrt (2.2.2.11). Fir jedes TurbolD Fusionsprotein sollte die Funktionalitat und
Spezifitat in Vorversuchen bestimmt werden. Transient transformierte Protoplasten wurden
nach der (ber Nacht-Proteinproduktion von PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD oder CFP-
TurbolD mit 50 uM Biotin behandelt und nach 0, 15, 30, 60 oder 120 Minuten wurden
Proben in Stickstoff eingefroren. Die Analyse erfolgte mittels Western-Blot mit strep-POD
(Streptavidin gekoppelte Peroxidase) und nach einem Strip-Vorgang mit dem HA-Antikorper.
In einer nicht-transformierten Protoplasten Probe und den jeweiligen 0 Minuten Proben
konnten bereits zwei stark biotinylierte Protein-Bandereiche bei ~30 kDa und ~80 kDa
detektiert werden (Abbildung 16, Spur 1,2,7,12). Neben diesen Hintergrund-Signalen konnte
bei allen drei Fusionsproteinen bereits nach 15 Minuten die Bande der Selbst-Biotinylierung
sowie weitere Banden detektiert werden. Die Beprobung der Membran erfolgte mit strep-
POD zur spezifischen Detektion von Biotin und damit von den biotinylierten Proteinen der
Proben. Da sich das Muster der Banden von PPL1/CFP und PPL2 unterschied, konnte eine
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Spezifitat bei PPL2-Turbo-ID vermutet werden. Bei allen drei untersuchten Fusionsproteinen
waren nach 60 Minuten mehrere Banden vorhanden, sodass sich bei weiterer Inkubation die
Signale nur noch verstarkten (Abbildung 16). Um in einem Bereich der spezifischen
Biotinylierung zu bleiben wurden in den folgenden Experimenten die A. thaliana Protoplasten

fiir eine Stunde mit 50 um Biotin behandelt.
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Abbildung 16 Zeit-abhéngige Biotinylierung von PPL1, PPL2 und CFP. Transiente Expression von PPL1-
TurbolD, PPL2-TurbolD und CFP-TurbolD in A.thaliana Protoplasten. Die Behandlung mit 50uM Biotin

erfolgte 16 h nach der Transformation und wurde nach den angegebenen Zeitpunkten durch einfrieren gestoppt.
Die Analyse erfolgte mittels Western Blot mit strep-POD oder HA Antikoérper (AK). Als Kontrolle der
Hintergrund Biotinylierung wurden nicht-transformierte Protoplasten (uP) mitgefiihrt. Rote Sterne zeigen die

erwartete Proteingrof3e. Die Amidoschwarz Féarbung diente als Ladekontrolle.

Zur Kontrolle der korrekten Expression der transformierten Konstrukte wurde die Membran
nach der Detektion mittels H,O, Inaktivierung und saurem Strip-Puffer von strep-POD
befreit. Anschlieend erfolgte die Detektion des HA-Anhangs zwischen Zielprotein und
TurbolD mit Hilfe des HA-Antikdrpers. Dabei konnte beobachtet werden, dass bei allen
Fusionsproteinen nahezu kein Protein nach Biotin-Behandlung detektiert werden konnte
(Abbildung 16). Ein Proteinabbau widerspricht dem mit strep-POD analysierten Western-
Blot, da dort die Banden der selbst-biotinylierten Fusionsproteine bis zu 120 Minuten nach
Biotin Behandlung zu detektieren sind (Abbildung 16, rote Sterne). Zusétzlich dazu konnte
die Aktivitit von PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD und CFP-TurbolD in A.thaliana
Protoplasten nach Biotin-Behandlung durch die Zunahme der Banden gezeigt werden.

3.4.2 Antikorper-Detektion

Ein Abbau der Fusionsproteine wéhrend der Biotin-Behandlung wirde zu Falsch-Positiven

Interaktoren durch die Markierung von Proteinen des Abbau-Apparates wie zum Beispiel

54



Ergebnisse

Ubiquitin oder einer 26S Proteasom Untereinheit fuhren. Es war daher von grofiem Interesse,
diesen Effekt des vermeintlichen Proteinabbaus zu untersuchen. Neben dem tatséchlichen
Proteinabbau konnte eine mogliche Erklarung die Selbst-Biotinylierung der TurbolD in
unmittelbarer Ndhe zum HA-Anhang sein, was zu einer Maskierung gegenuber dem
Antikdrper fihren kénnte. Im Zuge eines Praktikums wurde von Susanne Neumann diese HA-
Maskierung mit Hilfe von CFP-TurbolD und CFP-BiolD2 untersucht. Hierbei fungierte CFP-
BiolD2 durch seine geringere Aktivitat als Beispiel fur ein niedrigeres Biotinylierungs-Level.
Die Transformation der Protoplasten und die Biotin-Behandlung erfolgten wie bereits
beschrieben. AnschlieBend wurden die Proben getrennt und separat mittels Western-Blot
einmal mit dem HA-Antikorper und einmal mit dem GFP-Antikorper analysiert. Beide
Western-Blots zeigten identische Bandenmuster nach der Beprobung mit strep-POD
(Abbildung 17).
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Abbildung 17 Antikdrper Vergleich der Proteindetektion nach Biotinylierung. Transiente Expression von CFP-
TurbolD und CFP-BiolD2 in A. thaliana Protoplasten. Die Behandlung mit 50uM Biotin erfolgte 16 h nach der

Transformation fiir eine Stunde. Proben der gleichen Transformation wurden aufgeteilt. Die Analyse erfolgte
mittels Western Blot durch strep-POD Detektion, der Strip-Prozedure und anschlieender HA-Antikdrper (AK)
(A) oder GFP-Antikorper (B) Detektion. Als Kontrolle der Hintergrund Biotinylierung wurden nicht-
transformierte Protoplasten (uP) mitgefiihrt. Die erwartete ProteingroRe wird durch einen roten Stern markiert.
Die Amidoschwarz Férbung diente als Ladekontrolle. Das Experiment wurde von Susanne Neumann

durchgefiihrt.

Im Anschluss an das Strip-Protokoll konnte einerseits beobachtet werden, dass CFP-BiolD2
bei schwacher Biotinylierung eine gleichbleibende Proteinmenge zeigt. Andererseits zeigte
sich bei CFP-TurbolD nach der Biotin-Behandlung sowohl mit dem anti-HA Antikorper als
auch dem anti-GFP Antikorper ein verringertes Proteinlevel (Abbildung 17 A, B). Der

vermeintliche Proteinabbau konnte somit in direkter Korrelation zum Biotinylierungs-Status
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gesetzt werden. Weiterhin kann diese Verringerung der Proteinsignale mit zwei
unterschiedlichen Antikorpern detektiert werden. Dies widerspricht der Hypothese der
Maskierung des HA-Epitops durch Biotinylierungen.

In weiterflhrenden Experimenten konnte das Problem bei dem verwendeten Strip-Protokoll
gefunden werden, welches die sehr starke Bindung zwischen Biotin und der verwendeten
Streptavidin-POD nicht trennen konnte. Dafur wurden die einzelnen Transformationen
getrennt und Uber separate Western-Blots analysiert. Durch die Beprobung einer Membran
mit dem anti-HA Antikorper (Kontrolle Proteinlevel) und einer weiteren Membran mit der
strep-POD (Kontrolle des Biotinylierungs-Status) wurde das Strip-Protokoll umgangen. Die
strep-POD Detektion zeigte deutlich die gleichen, schon beobachteten Biotinylierungsmuster
(Abbildung 16, Abbildung 18 A). Weiterhin konnte eindeutig gezeigt werden, dass auch bei
einem hohen Biotinylierungs-Status kein Proteinabbau der Fusionsproteine stattfindet
(Abbildung 18 B).
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Abbildung 18 Separate Detektion mittels strep-POD oder HA-Antikdrper. Transiente Expression von PPL1-
TbID, PPL2-TbID und CFP-TurbolD in A. thaliana Protoplasten. Die Behandlung mit 50uM Biotin erfolgte 16h

nach der Transformation fiir eine Stunde. Proben der gleichen Transformation wurden aufgeteilt. Die Analyse

erfolgte mittels Western Blot auf separaten Membranen einerseits durch strep-POD Detektion (A) und
andererseits durch HA-Antikorper (AK) Detektion (B). Als Kontrolle der Hintergrund Biotinylierung wurden
nicht-transformierte Protoplasten (uP) mitgefiihrt. Die erwartete ProteingréRe wird durch einen roten Stern

markiert. Die Amidoschwarz Farbung diente als Ladekontrolle.

Vielmehr scheint die Bindung der strep-POD an Biotin zu stark zu sein um sie mit dem
verwendeten Strip-Protokoll zu entfernen. Dieser Effekt konnte auch nicht tber das erneute
detektieren der biotinylierten Proteine nach dem stripping beobachtet werden, da eine
Inaktivierung der Peroxidase mit H,O, in Vorbereitung fur das Strip-Protokoll durchgefiihrt
worden ist (2.2.2.9). In den weiteren Experimenten wurden nun entweder separate
Membranen verwendet oder die Detektion erfolgte zuerst mit dem anti-HA Antikorper und

nach dem stripping mit der strep-POD. Der vermeintliche Proteinabbau der TurbolD-
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Fusionsproteine nach Biotin Behandlung konnte damit auf einen fir diese Anwendung nicht

ausreichend funktionierenden Strip-Vorgang zuruckgefiihrt werden.

3.4.3 Kernlokalisation der TurbolD-Konstrukte

Das Prinzip der Kopplung von Zielproteinen mit der Biotin Ligase TurbolD soll zu spezifisch
markierten Interaktoren der Zielproteine fiihren. Die Zusammensetzung der identifizierbaren
Interaktoren unterscheidet sich aufgrund von unterschiedlichen Funktionen oder
Lokalisationen. Falsch-Positive Interaktoren kdnnen nicht ausgeschlossen werden, da zufallig
in die Nahe kommende Proteine genauso markiert werden wie Proteine die eine direkte
Bindung mit dem Zielprotein eingehen. Mit Hilfe der Western-Blot Analysen ist es mit dem
strep-POD mdglich, biotinylierte Proteine sichtbar zu machen und so einen Riickschluss auf
die Biotinylierung zu ziehen. Anhand der Biotinylierungsmuster konnte bereits ein
Unterschied zwischen PPL2 und PPL1/CFP beobachtet werden (Abbildung 16, Abbildung
18). Ob es sich hierbei tatsachlich um sichtbar biotinylierte Interaktoren handelt oder nur um

Abbauprodukte des PPL2 Proteins kann mit Hilfe dieser Methode nicht geklart werden.

Um diese Beobachtung auch im Kontext von unterschiedlichen Kompartimenten bestatigen
zu konnen, wurde neben den bereits untersuchten TurbolD Konstrukten auch ein Konstrukt
fur die Produktion von H3.1-TurbolD (Lokalisation im Zellkern) zur Transformation von
A. thaliana Protoplasten verwendet. Da sich sowohl bei PPL1 als auch bei PPL2 durch die
TurbolD Fusion die Proteingrée mehr als verdoppelt hatte, wurde eine Kernpraparation aus
transformierten Protoplasten (2.2.2.7) durchgefihrt um die korrekte Lokalisation der
Konstrukte zu Uberprifen. Als Kontrolle fur die saubere Praparation von Zellkernen wurde
die H3-TurbolD Fusion verwendet. Es konnte eine Lokalisation ftr PPL1-TurbolD und
PPL2-TurbolID in Zellkern und Zytoplasma gezeigt werden (Abbildung 19). Die nicht durch
eine Funktion gerichtete Lokalisation von CFP-TurbolD ist ausschlieBlich im Zytoplasma, da
die Fusion vermutlich zu grof3 ist um die Kernporen ungehindert zu passieren. In
Kombination mit der Lokalisation von H3.1-TurbolD im Zellkern und dem Fehlen der
zytoplasmatischen Ribulose-1,5-biphosphat-carboxylase/-oxygenase (RuBisCO) in den

Kernpraparationen konnte die saubere Préparation bestatigt werden.
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Abbildung 19 Physiologische Lokalisation von PPL1-TurbolD und PPL2-TurbolD. Transiente Expression von
PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD, H3-TurbolD und CFP-TurbolD in A.thaliana Protoplasten. Die Zellkern-

Préaparation wurde 16h nach der Transformation durchgefiihrt. Die Proteindetektion der vollstdndigen Proben

(total) und der Fraktionen (Zellkern und Zytoplasma) erfolgte mit dem HA-Antikdrper. Die Amidoschwarz

Féarbung diente sowohl als Ladekontrolle als auch zum Anférben des zytoplasmatischen Proteins RuBisCO.

Mit Hilfe der Kernpraparation konnte fur PPL1-TurbolD und PPL2-TurbolD eine
Lokalisation wie bereits bei den mikroskopischen Untersuchungen gezeigt werden. Daraus
kann man ableiten, dass der zusatzliche Anhang an den Proteinen ihren nattrlichen Weg in
den Zellkern nicht beeinflusst. Der Effekt von PPL Proteinen im Zytoplasma kann ein
Hinweis auf eine weniger, als bisher vermutet, enge Bindung an Chromatin sein. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der mikroskopischen Untersuchungen besteht ebenso
die Moglichkeit, dass die starke Uberexpression zu einem aus dem Zellkern schwammenden
Effekt fuhrt (vgl. 3.2.1).

3.4.4 Die Proteinextraktion und das Entfernen von Uiberschiissigem freiem Biotin

Nachdem die Vorversuche erfolgreich durchgefuhrt werden konnten, sollten nun die Protein
Proben fur die massenspektrometrische Identifizierung von Interaktoren vorbereitet werden.
Dabei ist es notwendig so viele Proteine wie moglich in Losung zu bringen. Fir die Auswahl
der geeigneteren Pufferzusammensetzung fir diese Anwendung wurden zwei Protokolle
getestet, bei denen eines aus dem Sadugerzellen System (Roux et al., 2012) bereits fur die
Extraktion aus O. sativa Protoplasten (Lin et al., 2017) und eines fur den Aufschluss von
A. thaliana Blattmaterial verwendet worden war (Khan et al., 2018).

Anhand des anti-HA beprobten Western-Blots wurde bei beiden Protokollen die Loslichkeit
aller Fusionsproteine festgestellt. Bei dem Protokoll nach Khan war das Bandenmuster starker
ausgeprégt und es konnten mehr Proteine extrahiert werden (Abbildung 20 A). Wohingegen
bei dem Roux Protokoll ein verhaltnismaRig grol3er Teil der Proteine nicht-16slich vorlag.

Bei der Untersuchung der Proben auf Vorhandensein von PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD,
H3.1-TurbolD und CFP-TurbolD konnten diese bei beiden Protokollen sowohl in der
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I6slichen als auch nicht-16slichen Fraktion detektiert werden. Obwohl zusétzliche, zu den
berechneten, Banden detektiert werden konnten, was einen Hinweis auf Protein-Abbau sein
kénnte, wurde das Protokoll nach Khan nach einer Optimierung mit Protease-Inhibitoren
verwendet (Abbildung 20 B).
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Abbildung 20 Proteindetektion und Biotinylierungskontrolle nach dem Khan et al. Extraktions-Protokoll.
Transiente Expression von PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD, H3-TurbolD und CFP-TurbolD in A.thaliana

Protoplasten. Die Behandlung mit 50uM Biotin erfolgte 16 h nach der Transformation fir eine Stunde.

AnschlieBend wurde die Extraktion nach Khan et al., 2018 durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte mittels Western
Blot. Die erwartete ProteingroRe wird durch einen roten Stern markiert. Die Amidoschwarz Farbung wurde als
Ladekontrolle verwendet. US=Uberstand, P=Pellet, ToID=TurbolD

Aufgrund des schlechteren Aufschluss-Vermdgens des Khan-Puffers ohne Detergenzien
wurde dieser durch die Zugabe von 0,4% SDS optimiert. Hierbei konnte eindeutig gezeigt
werden, dass der Khan-Puffer mit SDS ausreichend ist um nahezu alle biotinylierten Proteine
im ersten Schritt zu extrahieren (Abbildung 21 A). Weiterhin ist bekannt, dass durch die hohe
Konzentration an freiem Biotin in den Extrakten die Bindung der biotinylierten Proteine an
Streptavidin beads stark vermindert ist (Khan et al., 2018; Mair et al., 2019). Bei der
Aufarbeitung zweier identischer Extrakte einmal mit einem Gelfiltrations-Schritt durch eine
PD10 Sdaule und einmal ohne, sollte dieser Effekt untersucht werden. In den Experimenten
konnte die verbesserte Bindungsfahigkeit der gelfiltrierten Probe an die magnetischen
Streptavidin beads eindeutig gezeigt werden (Abbildung 21 B). Aus diesem Grund wurden in
allen nachfolgenden Experimenten die Extrakte vor der Inkubation mit Streptavidin beads

Uber eine PD10 Sé&ule gelfiltriert.
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Abbildung 21 Optimierung des Extraktionsprotokolls und PD10-S&ule. Die Protoplasten wurden wie bereits
beschrieben mit PPL2-TbID oder H3-ThID transformiert. (A) Im Zuge der Extraktion nach Khan et al., 2018

wurden die biotinylierten Proteinen mittels Western Blot (strep-POD) nachgewiesen. (B) Vergleich der

Bindungsfahigkeit der biotinylierten Proteine an die magnetischen beads mit und ohne Verringerung der
Konzentration an freiem Biotin durch eine PD10-S&ule. Die Amidoschwarz Farbung wurde als Ladekontrolle
verwendet. US=Uberstand; P=Pellet; T=total; B'°=an beads gebunden, 1/10 aufgetragen; DF*®=Durchfluss,
1/100 aufgetragen; DF*°=Durchfluss, 1/10 aufgetragen; ThID=TurbolD

3.4.5 Optimierung der Massenspektrometrie Messung

Mit Hilfe der massenspektrometrischen Untersuchung erfolgt die Identifizierung der mit
Biotin markierten und Uber die Streptavidin beads separierten Proteine. Bei dem Vergleich
der Daten von PPL1-TurbolD, PPL2-TurbolD und CFP-TurbolD koénnen neue potenzielle
Interaktionspartner herausgefiltert werden. Bei der Aufarbeitung der Proben fiir die
Massenspektrometrie ist die Fragmentierung der Proteine zu messbaren Peptiden ein
entscheidender Schritt. Hierfir wurde der Verdau direkt auf den magnetischen beads
verwendet (on-bead Verdau) um den Verlust von Peptiden bei zusétzlichen
Extraktionsschritten zu vermeiden.

In Vor-Versuchen zeigte die Analyse der Affinitats-Reinigung, dass die Fusionsproteine nur
in einem sehr geringen Anteil an die magnetischen beads binden. Es ist jedoch trotzdem
maoglich andere biotinylierte Proteine, dabei vor allem die bereits ohne Biotin Behandlung
vorhandenen Hintergrund Proteine, auf den beads zu detektieren. Zur Uberpriifung ob eine
erhdhte Detergenzien-Konzentration diese Bindung erleichtert, wurden dem Extraktionspuffer
bei der ersten Messung Na-deoxycholat und Triton zugesetzt. Es war jedoch schon bei dem

MS1 Spektrum sichtbar, dass diese Detergenzien nicht aus den Proben gewaschen werden
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konnten und somit die Identifizierung der Peptide erschwerten oder auch verhinderten. Diese
Detergenzien oder auch synthetische Produkte sind durch ihr gleichméRiges Peak-Muster in
den MS1-Spektren zu erkennen (Abbildung 22 A). Bei der Vorbereitung der Proben fiir die
massenspektrometrische Identifizierung wurden wahrend der Extraktion und Aufarbeitung fur
alle drei Messungen Proben flr die Analyse mittels Western Blot entnommen (Anhang 10).
Da fur diese erste Messung keine verbesserte Bindung an die Streptavidin beads tber den
Western Blot detektiert werden konnte, wurden diese Detergenzien fur die weiteren
Messungen nicht mehr verwendet. Leider zeigte auch die zweite Messung ahnliche
Verunreinigungs-Muster, obwohl keine Detergenzien neben dem SDS in den verwendeten
Puffern enthalten waren (Abbildung 22 B). Bei der Problemanalyse wurden weitere mdgliche
Quellen fir synthetische Produkte erkannt und wenn moglich bei den folgenden
Aufarbeitungen vermieden. Zuséatzlich dazu wurde ausschlieBlich MS-grade HPLC Wasser
verwendet. Weiterhin zeigten die Chromatogramme immer noch grofe Mengen synthetischer

Produkte an, wie die dominanten gleichmaRigen Peaks zeigen (Abbildung 22 C).

Da diese Verunreinigungen einen sehr grofRen Teil der Proben darstellen und nicht durch
minimale Verunreinigungen erklart werden konnten, erfolgte eine massenspektrometrische
Untersuchung der verwendeten magnetischen Streptavidin beads. Dafur wurden diese beads
laut dem beschriebenen Extraktionsprotokoll gewaschen, ausgenommen der Uber-Nacht
Inkubation mit den biologischen Proben. Ab dem on-bead Verdau erfolgte die Aufarbeitung
unter identischen Bedingungen. Aufgrund des identischen gleichmaRigen Peak Musters wurde
deutlich, dass die Verunreinigungen von den verwendeten beads in die Proben eingebracht
worden waren (Abbildung 22 D). Aufgrund des wenigen biologischen Materials aus
Protoplasten Uberlagern diese Verunreinigungen die mittel und niedrig abundanten Peptide.
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde fiir die weitere Aufarbeitung der Proben die
Methode des in-gel Verdaus getestet. Die starke nicht-kovalente Bindung zwischen Biotin
und Streptavidin mit einer Affinitat von 10* M™ stellt fir die Waschung und Separation von
biotinylierten Proteinen einen grofRen Vorteil da. In dem Moment, wo man diese Proteine
isolieren will, wird daraus ein Nachteil. VVor-Versuche haben gezeigt, dass die Elution der
Proteine von den magnetischen beads garnicht oder nur teilweise stattfindet, was zu Verlusten
von Information fiihrt. Trotzdem wurden Proben erneut nach Protokoll 3 aufgearbeitet und im
Anschluss an die Waschung der beads einem Elutionsschritt unterzogen. Anschlie3end
erfolgte die Auftrennung der Proben im SDS-Trenngel und der anschlieBende in-gel Verdau.
Die Messungen konnten zeigen, dass die synthetischen Verunreinigungen mit dieser Methode

entfernt werden konnten (Anhang 9).
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Abbildung 22 Identifizierung der Verunreinigungen in den MS1-Spektren von 3 unterschiedlichen

Aufarbeitungen von Proben mit PPL2-TurbolD. Die Proteinextraktion aus A. thaliana Protoplasten erfolgte laut

(A) Extraktionsprotokoll 1 (SDS, Na-deoxycholat, Triton im Extraktionspuffer), (B) Extraktionsprotokoll 2 (nur
SDS im Extraktionspuffer) oder (C) Extraktionsprotokoll 3 (nur SDS im Extraktionspuffer, alle Puffer in MS-
grade Wasser). Nach der weiteren Aufarbeitung und der Separation biotinylierter Proteine mittels Streptavidin
beads erfolgte der on-bead Verdau. Nach der Auftrennung lber eine C18 reversed phase Séule in einem EASY -
nLC 1000 Flussigchromatografie System wurden die im 130 Minuten Gradienten eluierten Peptide mittels
Elektrospray ionisiert. Die MS/MS Messungen erfolgten an einem QEXxactive Plus Massenspektrometer. (D) Die
verwendeten Streptavidin beads wurden mit Extraktionspuffer gewaschen und ab dem on-bead Verdau dem

gleichen Protokoll wie den Proben in A-C unterzogen.

Es ist jedoch zu sagen, dass bei diesem Versuch sehr wenig biologisch relevante Peptide
identifiziert werden konnten. Da aufgrund einer offiziellen Rickruf-Aktion der verwendeten

Trennsdulen von ThermoFisher Scientific keine weiteren Messungen durchgefiihrt werde
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konnten, war es aus zeitlichen Grinden leider nicht mehr mdoglich weitere notwendige

Optimierungen des Protokolls vorzunehmen.

3.4.6 Ergebnisse MS

Da wie bereits erwahnt weitere Messungen zeitlich nicht mehr moglich waren, wurden die
Daten der drei bereits durchgefuhrten Test-Messungen analysiert und ohne statistische
Analysen dargestellt. Da allen drei Messungen unterschiedliche Extraktions- oder
Aufarbeitungsprotokolle zugrunde liegen, wird es nicht mdglich sein abschlieRende Aussagen
uber mogliche Interaktionspartner und der daraus resultierenden Funktion zu geben. Die
Analyse kann jedoch Anhaltspunkte geben, worauf bei weiteren Messungen geachtet werden
muss und welche Interaktionspartner eventuell mit hoherer Wahrscheinlichkeit erneut

gemessen werden konnten.

Bei der Auswertung der Daten wurden von vier Proteinen ein oder mehrere Peptide in jeder
Probe der drei Messungen identifiziert. Es ist daher anzunehmen, dass die Genprodukte von
At5g16390 (biotin carboxyl-carrier protein 1, BCCP1), At5g15530 (biotin carboxyl carrier
protein 2, BCCP2), At1g03090 (3-methylcrotonyl-CoA carboxylase 1, MCCA) und
At1g36160 (acetyl-CoA carboxylase 1, ACC1) in Mesophyll-Zellen im biotinylierten Zustand
vorliegen. Die ProteingréRRen dieser Proteine sind 29,6 kDa fur BCCP1, 27,3 kDa fur BCCP2,
80 kDa fur MCCA und 250 kDa fiir ACC1. Im Vergleich zu den im Vorfeld durchgefiihrten
Western Blot Analysen stimmen die GréRen um circa 30 kDa und 80 kDa mit den bereits in
unbehandelten Protoplasten detektierten Signalen Uberein (Abbildung 16). Diese Proteine
stellen einen Hintergrund dar, der aufgrund der hohen Verunreinigung und niedrigen
Konzentration an biologischem Material einen grof3en Teil der gemessenen Peptide einnimmt.

In den durchgefiihrten Messungen war es sowohl fiir PPL1 als auch PPL2 mdglich Peptide in
den zugehdrigen Proben zu identifizieren (Tabelle 1). Allgemein konnte man schon bei dem
Vergleich der MS1 Spektren und der Anzahl der identifizierten Proteine einen klaren
Unterschied zwischen der ersten und den beiden darauffolgenden Messungen erkennen
(Abbildung 22, Abbildung 23). Aus diesem Grund wurden auch Analysen ohne
Datenbeteiligung aus Messung 1 durchgefiihrt. Um den schon beschriebenen Hintergrund um
weitere in den CFP-Kontrollen auftauchenden Proteinen zu verringern, wurden alle
Ubereinstimmungen aus den PPL1 und PPL2 Datensatz entfernt. Um den Datensatz
ubersichtlicher zu gestalten, wurden ebenfalls splicing Varianten und homologe Proteine bei

nicht-eindeutigen Peptiden entfernt. Die Ergebnisse von PPL1 und PPL2 wurden zu Beginn
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getrennt voneinander betrachtet, da bereits in vorrangegangenen Experimenten die
unterschiedliche Genregulation und auch das unterschiedliche Interaktionsverhalten fir PPL1
und PPL2 beobachtet werden konnten.

A PPL1 B PPL2

Messung 1 Messung 2

Messung 1 Messung 2

Messung 3

C D PP AT3653930 LHCB4.1
TPRA -
—— PGK1
MTHFR2
AT3G60520 cip3
£ vpsaa £
N’ saco AT1G20110 ves

- 9
)

AT4G32285 Hop3
WLIM2b
< W

PN
-/

VAB2 AT1G27430

CECIN

Abbildung 23 Darstellung der Ergebnisse der massenspektrometrischen Messungen. (A, B) Von den

Originalen Daten (Messung 1 bis 3) von PPL1 und PPL2 wurden fiir die Darstellung alle Gene aus den CFP-
Kontrollen, splicing Varianten und homologe Proteine bei nicht-eindeutigen Peptiden aussortiert. Die
Darstellung und Analyse erfolgte mittels Venny 2.0.2-CSIC. (C) Die Genbezeichnungen der
lbereinstimmenden Proteine zwischen Messung 2 und 3 aus A und B wurden mittels Venny 2.0.2-CSIC
analysiert und dargestellt. (D) Darstellung der Genbezeichnungen der (bereinstimmenden Proteine von
Messung 2 und 3 von PPL2 mittels STRING Analyse. Legende: bekannte Interaktoren (pink = Experimente)

und andere Quellen (griin = gemeinsames Auftreten in der Literatur, schwarz = Ko-Expression)

Im Vergleich der Daten zwischen PPL1 und PPL2 war die Anzahl der in PPL2 identifizierten
Peptide hoher als in PPL1 (Abbildung 23 A, B). Bei der Analyse mittels VENN-Diagramm
wurde deutlich, dass Uber alle drei durchgefuhrten Messungen nur Peptide fur PPL1 oder
PPL2 dreimal detektiert werden konnten (Abbildung 23 A, B). Daraus kann man ablesen, dass
die unterschiedliche Vorbereitung und Aufarbeitung der Proben zu sich stark voneinander
unterscheidenden Ergebnissen fuihrt. Wie bereits erwéhnt, wurde flr die weiteren Analysen
die Messung 1 auBer Acht gelassen. Fir PPL2 konnten zwischen den Messungen 2 und 3

insgesamt 19 Uberlappende Proteine identifiziert werden. Wenn man diese Zahl mit den zwei
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Uberlappenden Proteinen der PPL1 Messung 2 und 3 vergleicht, wird deutlich, dass beide
Datensatze nur das Genprodukt von At2g44160 (methylenetetrahydrofolate reductase 2,
MTHFR?2) identisch haben (Abbildung 23, Tabelle 1). In den PPL1 Proben wurde MTHFR2
lediglich mit ein und demselben Peptid in beiden Messungen mit jeweils einem PSM (peptide
spectrum matches) gemessen. Das zweite Protein aus beiden PPL1 Messungen ist PPL1 selber
(Tabelle 1). Im Vergleich dazu ist es moglich, bei PPL2 durch die allgemein hohere
gemessene Peptid-Anzahl auch mehr potenzielle Interaktionspartner zu identifizieren. Die
Proteine mit einem PSM hoher als 4 aus beiden Messungen sind: PPL2, At-HSC70-1, VAB2,
und ein GYF domain containing protein. Somit liegen die weiteren Proteine an der Nachweis-
Grenze. Es ist daher bei diesen Messungen fraglich, inwieweit diese Proteine tatsachliche
Interaktoren von PPL2 darstellen. Die Protein-Familien der identifizierten Proteine reichen
von Hitzeschock-Proteinen, Gber Kinasen zu Trimm-Proteinen von mRNA. Aufgrund dieses
breiten Spektrums ist es schwierig, tatsdchliche Interaktoren ohne weitere Informationen zu
identifizieren. Es ist jedoch zu bemerken, dass weder die MAP Kinasen noch Histone als
Interaktionspartner in diesen Messungen identifiziert werden konnten. Eventuell ware daftr

die Aktivierung der MAP Kinasen durch zum Beispiel flg22 Behandlung notwendig.

Tabelle 1 Fiur PPL1 und PPL2 in den Messungen 2 und 3 identifizierte Proteine.VVon den originalen Daten

(Ubereinstimmende Proteine, Messung 2 und 3) von PPL1 und PPL2 wurden alle Gene aus den CFP-Kontrollen,
splicing Varianten und homologe Proteine bei uneindeutigen Peptiden aussortiert. PSM = peptide spectrum

matches * = aufsummierte Ergebnisse von Messung 2 und 3

AGI-Loci Bezeichnung Anz. Peptide* | PSM*
code

PPL1

AT1G02070 | plant-specific PHD-likel, PPL1 7 39
AT2G44160 | methylenetetrahydrofolate reductase 2, MTHFR2 1 2
PPL2

AT3G60520 | plant-specific PHD-like 2, PPL2 10 42
AT2G44160 | methylenetetrahydrofolate reductase 2, MTHFR2 3 3
AT5G02500 | arabidopsis thaliana heat shock cognate protein70-1,AT-HSC70-1 | 6 8
AT1G27430 | GYF domain-containing protein 5 6
AT4G38510 | v-ATPase b subunit 2, VAB2 3 5
AT3G13300 | varicose, VCS 4 4
AT1G20110 | FYVE-DOMAIN PROTEIN 1, FYVE1 3 3
AT3G59770 | suppressor of actin 9, SAC9 1 2
AT1G04530 | tetratricopeptide repeat 4, TPR4 2 2
AT1G54170 | ctc-interacting domain 3, CID3 3 3
AT5G01530 | light harvesting complex photosystem ii, LHCB4.1 2 2
ATA4G32285 | clathrin associated protein 1, CAP1 2 2
AT3G53930 | autophagy-related protein 1b kinase, ATG1B 2 2
ATA4G12400 | tetratricopeptide repeat, HOP3 1 2

65



Ergebnisse

AT2G41100 | calmodulin-like 12, CML12
AT3G22380 | time for coffee, TIC

AT3G55770 | WLIM2B

AT1G60490 | vacuolar protein sorting 34, VPS34
AT3G12780 | phosphoglycerate kinase protein 1, PGKP1 1

AbschlieRend ist zu sagen, dass es moglich war Proteine zu identifizieren die nicht in den

NN DN

NN

CFP Kontrollen aufgetaucht sind und PPL1 und PPL2 nahezu keine iberlappenden maéglichen
Interaktoren zeigen. Es sind jedoch noch weitere Optimierungen notwendig um
aussagekraftige Daten zu erhalten.

3.5 Phéanotypische Untersuchung von ppl1, ppl2 und ppllppl2

In dieser Arbeit wurden neben Datenbank-Suchen zur Genregulation auch biochemische
Methoden zur Aufklarung der Funktion durchgefiihrt. Zusammenfassend konnte zum Beispiel
fur PPL1 gezeigt werden, dass das Gen am stirksten in den Petalen der
Blutenentwicklungsphase 15 exprimiert ist, dass das Protein ein MAP Kinase Substrat ist und
mit Histon 3 interagieren kann. Um einen weiteren Punkt zur Verknlpfung der bekannten
Informationen hinzuzufugen, wurde eine phéanotypische Untersuchung von ppll, ppl2 und
ppllppl2 Mutanten durchgefihrt (2.2.4.6, Anhang 8). Da die ppl1_SALK T-DNA Linie kein
reduzierter Transkriptlevel zeigte, wurde mittels CRISPR Cas9 Verfahren (2.2.4.4) eine ppll
Linie generiert. Nach Sequenzierung zeigte, dass die ppll Linie ein stark verkirztes
Translationsprodukt von 9 Aminosauren durch ein frihzeitiges Stop-Codon generiert. Dies
wird durch eine Nukleotid-Insertion nach bp 20 durch die Verschiebung des Leserasters
hervorgerufen (Anhang 8 C). Bei der phanotypischen Untersuchung konnten keine optisch
sichtbaren Unterschiede bei der Keimung, Blattbildung und Infloreszenzbildung unter Lang-
oder Kurztag Bedingungen beobachtet werden. Unter Langtag-Bedingungen zeigten sich
jedoch flr ppll Pflanzen vergroflerte Blitenstdnde im Vergleich zu Col-0 Pflanzen
(Abbildung 24 A). Zur analytischen Auswertung dieser Beobachtung wurden Bliiten
(Entwicklungsstufe 14) der vier untersuchten Linien geerntet und die Petalen separiert
(Alvarez-Buylla, Benitez et al. 2010). Mit Hilfe der Vermessung der Petalen-Flachen konnte
gezeigt werden, dass Pflanzen der ppll Linie im Vergleich zu Col-0 unter Langtag
Bedingungen Bliiten mit vergrolierten Petalen aufweisen (Abbildung 24 B).

Im Vergleich dazu konnte sowohl fur ppl2 Bliten als auch fiir ppllppl2 Bliten unter Langtag
Bedingungen keine Unterschiede zu Col-0 detektiert werden. Neben der Flache wurden auch
die Lange und Breite der Petalen gemessen. Dies diente der Untersuchung ob den
vergrolRerten Flachen der ppll Petalen ein verstarktes Langen- oder Breitenwachstum zur
Grunde liegt.
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Abbildung 24 Darstellung der intakten Bliiten sowie Flache, Breite und Lange von Petalen der Bliiten von Col-

0, ppll, ppl2 und pplippl2. Die Anzucht der Pflanzen bis zur Blite erfolgte einerseits in 3 unabhé&ngigen
Experimenten unter Langtag Bedingungen (A, B) und in einem Experiment unter Kurztag Bedingungen (A, C).
Die intakten Bluten wurden fotografiert (A). (B, C) Die Petale wurden von den weiteren Bestandteilen der
Bliten separiert und mit Hilfe von ImageJ analysiert. (B) Zur statistischen Auswertung wurde eine One-way
ANOVA mit Dunn’s Post Test durchgefiihrt. n > 50 Petale (je 4 Pflanzen, 1-2 Bliiten pro Pflanze) (C) n > 3 (je
1-2 Pflanze, 1-2 Bliten pro Pflanze).

Anhand der Daten konnte jedoch gezeigt werden, dass die ppll Petalen unter Langtag
einheitlich langer und breiter waren (Abbildung 24 B). Zur weiteren Einordnung dieses

Effektes wurden ebenfalls Bliten der UE 5-6 HA-PPL1 Uberexpressionslinie untersucht. In
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diesem einzelnen Experiment unter Langtag Bedingungen konnten ebenfalls vergroRerte
Petale gemessen werden (Anhang 11). Dies gibt moglicherweise einen Hinweis darauf, dass
eine generelle Misregulation zur Auspragung dieses Phanotyps fhrt.

Aus Zeitgriinden konnte die Anzucht bis zur Blite der vier Linien nur einmal unter Kurztag
Bedingungen erfolgen. Die ppll Bluten zeigten einen vergleichbaren Phanotyp wie unter
Langtag Bedingungen. Im Gegensatz zu den Langtag Bedingungen konnten hingegen fur ppl2
und ppllppl2 kleinere Blitenstdnde im Vergleich zu Col-0 unter Kurztag Bedingungen
beobachtet werden (Abbildung 24 A). Diese Beobachtungen werden durch die Bestimmung
von Flache, Lange und Breite der Petalen unterstitzt, konnten jedoch aufgrund der einmaligen
Durchfiihrung nicht statistisch abgesichert werden (Abbildung 24 C). Dieses spezifische
Verhalten gibt einen Hinweis darauf, dass vermutlich beide Proteine in &hnlichen

regulatorischen Netzwerken aber unter verschiedenen Bedingungen vertreten sind.

Zur weiteren Analyse der Ursache der vergroRerten ppll Petalen wurden einzelne Petale der
vier Pflanzenlinien entfarbt und anschliefend licht-mikroskopisch untersucht. Durch die
unregelmaRige Form wurde in dieser Arbeit eine indirekte Bestimmung der Grof3e der Zellen
gewdhlt. Hierbei wird die Anzahl der Zellen pro definierte Flache ausgezéhlt und geben damit
einen reziproken Wert der ZellgréRe an. Dadurch kann Uber die Bestimmung der Zellanzahl
Aussagen Uber die GroRRe der Zellen getroffen werden (Cheng et al., 2014). Daftr wurden
Petale der Pflanzen aus einem Langtag und einem Kurztag Versuch verwendet. Es war
deutlich zu beobachten, dass die Zellen der ppll Petalen sowohl unter Kurztag als auch unter
Langtag Bedingungen groRer als Col-0 Zellen waren (Abbildung 25). Wie auch schon bei der
GroRenbestimmung der Blitenblatter konnte fir ppl2 und ppllppl2 ein Unterschied zwischen
der Anzucht unter Lang- und Kurztag Bedingungen beobachtet werden. Unter Langtag
Bedingungen zeigten beide Genotypen keine Unterschiede zu den Col-0 Pflanzen
beziehungsweise den ausgezéhlten Zellzahlen (Abbildung 25 A). Unter Kurztag Bedingungen
konnten deutlich mehr Zellen pro Flache gezahlt werden (Abbildung 25 B). Diese Werte
stimmen mit den optischen Beobachtungen der intakten Bliitenstdnde Uberein (Abbildung
24 A).
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Abbildung 25 Darstellung der Zellzahl pro 0,1 mm? Petalenfliche fiir Col-0, ppll, ppl2 und pplippl2. Die

Anzucht der Pflanzen bis zur Bliite erfolgte in einem unabhdngigen Experiment unter Langtag und Kurztag
Bedingungen. Zur Auszéhlung der Zellzahl wurden die separierten Petale entfarbt und lichtmikroskopisch
untersucht. Die Z&hlung erfolgte manuell in einem standardisierten Quadrat von 0,1 mm x 0,1 mm in ImageJ.
Zur statistischen Auswertung wurde eine One-way ANOVA mit Dunn’s Post Test durchgefiihrt. Langtag n = 9,
Kurztag n=6 (jeweils 2 Pflanzen, je 1 Blite)

In phanotypische Untersuchungen von Col-0, ppl1, ppl2, ppl1ppl2 und PPL1 UE 5-6 Pflanzen
konnten vergroRerte Petalen bei ppl1 und UE 5-6 beobachtet werden, die durch ein verstirktes
Zellwachstum hervorgerufen werden. Im Gegensatz dazu konnten flr ppl2 und ppl1ppl2 unter
Kurztag Bedingungen in einem ersten Experiment Bliten mit Kkleineren Petalen,
hervorgerufen durch vermindertes Zellwachstum, beobachtet werden. Dieser Phénotyp
scheint spezifisch fiur Kurztag Bedingungen zu sein, da unter Langtag Bedingungen keine
Unterschiede zu Col-0 Bluten auftraten.
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4 Diskussion

4.1 Welche Funktion besitzen PPL1 und PPL2 in der Blutenentwicklung?

Die phénotypischen Untersuchungen in dieser Arbeit von ppll, ppl2 und ppllppl2 sowie
PPL1 UE 5-6 konnten einen maglichen Einfluss sowohl des PPL1 als auch des PPL2 Proteins
auf die Entwicklung von Petalen in A.thaliana zeigen. Die Differenzierung und das
Wachstum von Petalen wurden bereits frih als Beispiel fur die Organentwicklung in Pflanzen
untersucht. Hierbei wurde deutlich, dass in den verschiedenen Entwicklungsphasen der
Petalen auch unterschiedliche Faktoren eine Rolle spielen. In der Blitenentwicklungs-Phase 7
und 8 lauft eine schnelle Zellteilung ab, deren Plateau in den Phasen 9 bis 11 erreicht ist und
in Phase 12 ausklingt. Beginnend von der Phase 9 bis hin zur Phase 13 erfolgt daraufhin das
Zellwachstum (Irish, 2008). Wahrend dieser Phasen und bei dem Ubergang von der einen zur
anderen Phase wird ein prazise reguliertes Netzwerk an Proteinen verwendet. Ein Beispiel ist
die E3 Ubquitin Ligase BB (BIG BROTHER) welche durch gezielten Abbau von
funktionalen Proteinen der frilhen Phasen dafiir verantwortlich ist, den Ubergang der
Zellteilung zum Zellwachstum zu gewahrleisten (Disch et al., 2006). Zur Einordnung der
Funktion von PPL1 zeigt die Analyse der Expression in unterschiedlichen Phasen der
Blutenentwicklung, dass PPL1 erst nach der Phase 12 messbare exprimiert wird (Anhang 2,
Anhang 8). Es ist daher anzunehmen, dass der Einfluss von PPL1 im Bereich des
Zellwachstums und nicht der Zellteilung bei Petalen liegt. Dies wird auch durch die in ersten
phanotypischen Untersuchungen generierten Daten unterstitzt, da in der ppll Linie weniger
Zellen pro definierter Flache, also grol3ere Zellen, beobachtet werden konnten (3.5, Abbildung
25). Eine Literaturrecherche hat ergeben, dass die bpe-1 Linie und die opr3 Linie sehr
ahnliche Phanotypen, mit vergroRerten Petalen, aufweisen. Das Biosynthese Enzym OPR3
(12-OXOPHYTODIENOIC ACID REDUCTASES3) der Jasmonat-Biosynthese und BPEp,
durch JA regulierte Expression, zeigen beide hohe Expressionslevel in Bliten der
Entwicklungsphase 13 und 14 (Brioudes et al., 2009). Die prézise temporale Expression
stimmt mit dem Expressionsmuster von PPL1 (berein (Anhang 2, Anhang 8). Dieser Hinweis
auf eine Funktion in der hormonellen Regulation durch JA koénnte fur PPL1 durch die
Ergebnisse der Mikroarray Analysen in der Uberexpressionslinie 7-5 unterstiitzt werden, da
verénderte Genexpressionsmuster von Genen der JA Synthese detektiert werden konnten
(Abbildung 13). Da die vergroRerten Petalen scheinbar auch in der Uberexpressionslinie 5-6
auftreten, konnte der phanotypische Effekt nicht allein durch einen Verlust des PPL1 Proteins
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sondern durch eine generelle Misregulation hevorgerufen sein (Anhang 11). Der Vergleich
der experimentellen PPL1-Daten mit den Publikationen Uber Mutanten mit dhnlichem
Phénotyp legt nahe, dass PPL1 einen regulatorischen Einfluss auf das Zellwachstum von
Petalen in den spaten Phasen der Entwicklung hat und dieser eventuell ebenfalls der
Regulation durch JA unterliegt. Um diese Hypothese weiter zu untersuchen, missten die
PPL1-Ergebnisse verifiziert und eine Analyse des Transkriptoms in Bliten unterschiedlicher
Phasen (Phase 10, 12, 14 und 16) der PPL1 knock-out Linie durchgefiihrt werden. Weiterhin
konnte die auRerliche Anwendung von JA auf Knospen der ppll und 5-6 Linie zeigen, ob der
WT-Phénotyp, wie bei bpe-1 und opr3 beschrieben, wieder hergestellt werden kann (Brioudes
et al., 2009).

Laut den Daten des Arabidopsis eFP Browsers zeigt zumindest MPK3 (At3g45640) eine
geringe relative Expression in Petalen der Blitenentwicklungsphase 15. Es ist daher méglich,
dass die Aktivierung einer MAP Kinase Kaskade die Phosphorylierung von PPL1 initiiert,
was zur Erkennung von post-translationalen Modifikationen wie Methylierungen an Histonen

fiihrt und die Limitierung des Zellwachstums auslést.

Sowohl die proteinbiochemischen Analysen als auch die phanotypischen Untersuchungen
zeigten, dass PPL2 im Vergleich zu PPL1 bei gleicher oder unterschiedlicher Funktion einer
unterschiedlichen Regulation unterliegt. Die im Vergleich zu Col-0 gréReren Petalen der ppll
Linie konnten sowohl unter Langtag als auch unter Kurztag Bedingungen beobachtet werden.
Daraus l&sst sich ableiten, dass die Regulation der PPL1 Funktion unabhdngig von der
Tageslange erfolgt. Im Gegensatz dazu zeigten die Linien ppl2 und ppllppl2 im Vergleich zu
Col-0 einen nur bei Kurztag Bedingungen auftretenden Phanotyp von kleineren Petalen. Da
das Kurztag-Experiment aus Zeitgrinden nur einmal durchgefiihrt werden konnte, sind
weitere Verifizierungen notwendig. PPL1 und PPL2 scheinen demnach unterschiedlich durch
Umweltbedingungen beeinflusst zu werden. Der identische Phanotyp von ppllppl2 und ppl2
konnte ein Hinweis auf eine dominante Funktion von PPL2 sein. Es besteht weiterhin die
Moglichkeit, dass der Phanotyp von ppll auf sogenannten off-targets in der CRISPR-Cas9
Methode basiert. Um dies auszuschlief3en sollte mindestens eine weitere unabhéngige Linie
identifiziert und beide Linien mit Col-0 riickgekreuzt und genetisch komplementiert werden.

In A. thaliana wird die Blltenbildung sowohl unter Langtag als auch unter Kurztag
Bedingungen initiiert. Unter Langtag wird der Beginn der Blitenbildung von der Verlagerung
des FT Proteins aus Bléattern in das apikale Meristem initiiert (1.4.1). Die Blutenentwicklung
unter Kurztag Bedingungen hingegen scheint von dem Phytohormon Gibberellin abhéngig zu

sein (Mutasa-Gottgens and Hedden, 2009). Dabei wirkt Gibberellin nicht Gber den FT
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Signalweg sondern induziert direkt tber DELLA Proteine die Expression von LFY und SOC1
(Bao et al., 2019). Anhand dieser Regulationsmechanismen ist es moglich, dass der positive
(PPL2) oder negative (PPL1) Einfluss auf das Zellwachstum in Petalen aus sich verdndernden
Signalen wahrend Kurztag oder Langtag Bedingungen resultiert. Ein Beispiel fir die
unterschiedliche Regulation zwischen Kurztag und Langtag ist NFL (NO FLOWERING IN
SD), da nfl unter Langtag Bedingungen keine Unterschiede zu den Col-0 Bliten zeigt, jedoch
unter Kurztag Bedingungen nicht in der Lage ist Bliten auszubilden (Sharma et al., 2016). In
Bezug auf die Daten dieser Arbeit scheint PPL2 eine regulierende Wirkung auf das Wachstum
aller Blutenorgane zu besitzen, da nicht nur die Petalen sondern die Bliten als Ganzes
verkleinert waren (Abbildung 25 B, D). Dies unterstiitzt die Hypothese, dass es sich bei der
Regulation von PPL2 um einen allgemeineren Einfluss handelt da PPL2 auch ein weniger

spezifisches Expressionsmuster zeigt.

Eine Funktion von PPL1 und PPL2 in der Organentwicklung in Bliten korreliert mit dem
Vorhandensein von orthologen Genen ausschliel3lich in blihenden Pflanzen (Abbildung 4).
Die Konservierung unterstreicht die wichtige Rolle dieser Proteine bei der Entwicklung der
Reproduktionsorgane (Anhang 3). Inwieweit die Funktion als MAP Kinase Substrate dabei
eine Rolle spielt, kann mit den gegebenen Daten nicht vorhergesagt werden. Es scheint jedoch
in der Kombination mit der Interaktion mit Histonen eine unbekannte und obligatorische

Regulationsebene in der Blitenentwicklung zu ermdglichen.
4.2 PPL1 und PPL2 sind MAP Kinase Substrate

Die Identifizierung von MAP Kinase Substraten mittels Screening Verfahren mit hohem
Durchsatz und meist artifiziellen Interaktionen (Yeast-Two Hybrid) oder synthetischen
Peptiden beziehungsweise Protein-Mikroarray bildet nur die erste Stufe der Validierung eines
Proteins als physiologisches MAP Kinase Substrat (Mizoguchi et al., 1998; Feilner et al.,
2005). PPL1 wurde in einem Protein-Mikroarray Screen identifiziert und aufgrund seiner
putativen PHD-Domane fir weitere Untersuchungen ausgewahlt (Feilner et al., 2005). Fur
PPL1 und dem homologen Protein PPL2 sollte zunéchst die Interaktion mit MAP Kinasen
bestatigt und ihre Funktion als MAP Kinase Substrate in A. thaliana untersucht werden.

Fir beide Proteine konnte die Lokalisation im Zellkern in A. thaliana Protoplasten und N.
benthamiana Blattern gezeigt werden (Abbildung 5, Anhang 4). Dabei konnten fir PPL1,
seltener fur PPL2, ebenfalls Signale im Zytoplasma beobachtet werden. Eine Erklarung fir
diese Abweichung zwischen den homologen Proteinen kann die unterschiedliche Expression

beider Gene sein. Da PPL1 sehr spezifisch wéhrend der Blitenentwicklung exprimiert wird
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und keine detektierbare Expression in Bléttern gezeigt werden konnte, stellen sowohl die
Mesophyll-Protoplasten als auch die intakten N. benthamiana Bléatter artifizielle Systeme dar
(Anhang 4, Abbildung 13). Es ist daher mdglich, dass die Lokalisation von PPL1 in Zellen
von Petalen auf den Zellkern begrenzt ist. Weiterhin kann ebenso die 35S-Promoter gesteuerte
Uberexpression zu einer zusatzlichen Lokalisation im Zytoplasma fithren. Ubereinstimmend
mit der Lokalisation konnten fur PPL2 im Zellkern und ftr PPL1 im Zellkern und Zytoplasma
die Interaktion mit den PAMP-induzierten Kinasen MPK3, MPK6, MPK4 und MPK11 Uber
BIFC Analysen gezeigt werden (Abbildung 6) (Missal, 2014).

Sowohl fiir PPL1 als auch fir PPL2 konnten mit Hilfe von in silico Analysen vorhergesagt
werden, dass es sich um Proteine handelt die eine PHD-&hnliche Doméne, zwei MAP Kinase
Phosphorylierungsstellen auRerhalb dieser Doméne und einen hochkonservierten C-Terminus
besitzen. Davon ausgehend, und in Kombination mit den BIFC Daten, lag die Hypothese
nahe, dass es sich um MAP Kinase Substrate handelt. Zur Einordnung dieser Hypothese
wurden proteinbiochemische Methoden zur Analyse der MAP Kinase Phosphorylierung

angewandt.

Fur eine Obersichtliche Eingruppierung der groRen Zahl an méglichen und bestatigten MAP
Kinase Substraten wurden funf Kriterien fiir physiologische MAP Kinase Substrate formuliert
(Zhang et al., 2018). Hierbei handelt es sich um [1] effiziente in vitro Phosphorylierung, [2] in
vivo Phosphorylierung als Antwort auf ein bekanntes Signal zur Aktivierung der MAP Kinase
Kaskaden, [3] in vivo Phosphorylierung derselben Phosphorylierungsstellen wie in den in
vitro Analysen, [4] keine Phosphorylierung durch inaktivierte Kinase Mutanten und [5] die
Demonstration der Funktion dieser Phosphorylierung auch mit Hilfe von Phospho-Null
Mutanten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte sowohl fur PPL1 als auch fur PPL2
eine [1] in vitro Phosphorylierung durch MPK3, MPK4 und MPKG6 gezeigt werden. Basierend
auf dem Vergleich mit dem MAP Kinase Substrat MBP wurde postuliert, dass MPK3 die
bevorzugte MAP Kinase fur die PPL-Proteine ist (Abbildung 7). Da bei den Phospho-Null
Mutanten PPL1** und PPL2** nahezu keine in vitro Phosphorylierung detektiert werden
konnte, scheint die Phosphorylierung spezifisch fur eine oder beide prolin-gerichteten MAP
Kinase Phosphorylierungsstellen zu sein (Anhang 6 B). Zur Bestatigung dieser Daten ist es
jedoch notwendig, das Experiment mit den Phospho-Null Mutanten zu wiederholen
beziehungsweise Einzel-Phospho-Null Mutanten zu verwenden und dabei kénnten als weitere
Kontrolle die inaktiven Varianten von MPK3, MPK4 und MPKG6 dienen.

Neben der in vitro Phosphorylierung kdnnen mit Hilfe der in vivo Phosphorylierung unter

physiologischen Bedingungen aussagekraftigere Informationen ermittelt werden. Innerhalb
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dieser Arbeit konnte die [2] in vivo Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 durch MPK3 und
MPK6 mittels phostag™ SDS-PAGE Analysen gezeigt werden. In Anbetracht der
phanotypischen Analysen und Expressionsdaten erscheint es moglich, dass die Aktivierung
der verantwortlichen MAP Kinase Kaskade durch die flg22 Behandlung moglich ist, jedoch
keinen Hinweis auf eine Funktion in der Pathogen-Abwehr darstellt (3.5, Anhang 8). Vor
allem die geringe Phosphorylierungs-Verschiebung von PPL1 im Vergleich zu PPL2 kdnnte
auf eine Uberproduktion in den falschen Zelltypen zuriickzufilhren sein (Abbildung 8,
Abbildung 9). Uber die Verwendung der Phospho-Null Mutanten PPL1** und PPL2** in den
in vivo Phosphorylierungs Analysen wird sichergestellt, dass die jeweilige [3]
Phosphorylierung an diesen Aminosduren stattfand (Abbildung 8). In dieser Arbeit wurden
[4] keine Untersuchungen mit inaktiven Mutanten der direkt Gibergeordneten Kinasen MPK3,
MPK4 und MPKG6 durchgefiihrt. Es wurde jedoch bei den in vivo Phosphorylierungs-
Versuchen die inaktive PcMKK5® verwendet und in diesem Fall auch keine
Phosphorylierung detektiert. Sodass auch dieser Punkt teilweise gezeigt werden konnte. Die
[5] Funktion der Phosphorylierung von PPL1 und PPL2 konnte mit den verwendeten
Methoden nicht abschlieBend geklart werden. Es ist moglich, dass die Phosphorylierung einen
Effekt auf die Stabilitat des Proteins hat. Aufgrund der ahnlichen Daten der Phospho-Null
Mutanten im Vergleich zu den WT-Proteinen scheint es moglicherweise eine indirekte
Regulation zu sein (Abbildung 11 B). Eine mdgliche Hypothese wére, dass eine E3-Ubquitin
Ligase Uber Ubiquitinierung unter Bedingungen ohne MAP Kinase Aktivierung PPL2 dem
Abbau Uber das 26S Proteasom zufuhrt. Bei der Behandlung mit flg22 werden die MAP
Kinasen MPK3/MPKG6 aktiviert und phosphorylieren PPL2. Zusétzlich dazu wird die
Aktivitat der E3 Ligase durch post-translationale Modifikationen vermindert und gleichzeitig
die Aktivitat eines weiteren Proteins, welches PPL2 dem Abbau zuflhrt, erhoht. Die
Phosphorylierung von PPL2 konnte die Erkennung durch das zweite Protein verhindern und
die Proteinstabilitdt dadurch erhthen. Bei der Verwendung der Phospho-Null Mutante
(PPL2"") kann diese Phosphorylierung nicht mehr stattfinden. Wenn die Phosphorylierung
allein fur die Regulation des Abbaus verantwortlich wére, wirde der Proteinlevel auch nach
flg22 Behandlung gleich bleiben. Wenn jedoch die Behandlung mit flg22 einen aktivierenden
Einfluss auf ein zweites Protein zeigt, konnte der dadurch verstarkte Abbau, welcher nicht
durch Phosphorylierung verhindert werden kann, zu den verringerten Proteinleveln fiihren
(Abbildung 26). Bei der Verwendung einer Phospho-Mimikry Mutante (PPL2°P) wiirde die

Proteinstabilitat eventuell auch ohne flg22 Behandlung erhéht werden, sofern das zustandige
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Protein dadurch beeinflusst wird. Eine flg22 Behandlung wirde an dem weiteren Status des

Proteins nichts &ndern und es sollte sich wie das phosphorylierte WT-Protein verhalten.

MPK3/6 © MPK3/6 @

ohne flg22 mit flg22
PPLZJ PP 2AA
e

g /e

26S Proteasom 26S Proteasom 26S Proteasom 26S Proteasom

Abbildung 26 Hypothese zum Abbau Uber das 26S Proteasom von PPL2. Dargestellt ist eine Hypothese tiber
die Abbau-Rate von PPL2 und PPL2** ohne flg22 Behandlung und von PPL2 und PPL2"* nach flg22

Behandlung. Dabei kdnnte der Abbau mdglicherweise von zwei unbekannten Proteinen abhéngig sein.

Die Ergebnisse fur PPL1 sind hingegen so variabel, dass eine klare Regulation mit diesen
Daten nicht gezeigt werden konnte (Abbildung 11). Es sind daher Untersuchungen der
Proteinstabilitat in Blltenzellen sinnvoll zum Beispiel unter Verwendung des Zell-freien
Abbau-Assays mit Infloreszenz- oder Blitenmaterial. Eine weitere Mdglichkeit ist die
Verwendung von Komplementations-Linien mit PPL2 oder PPL1 unter endogenem Promoter,
dabei koénnten sowohl der nicht gestresste als auch der gestresste Zustand untersucht werden.
Dadurch ware es mdglich zu verfolgen, ob die Proteinstabilitat sich in diesen Zellen im
Vergleich zu Blattzellen unterscheidet. Beide Varianten wurden bereits erfolgreich bei der
Analyse von SPOROCYTELESS als MPK3 und MPK6 Substrat in der Antheren
Entwicklung angewandt (Zhao et al., 2017). Zusammenfassend koénnen MAP Kinase
Phosphorylierungen einen Einfluss auf die Proteinstabilitdit von PPL1 und PPL2 haben,
vermutlich stellen sie jedoch nur einen Teil der Regulation dar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PPL1 und PPL2 drei der funf Kriterien fir
physiologische MAP Kinase Substrate erfillen und somit die Einordnung als Substrate
vertreten werden kann. Es ist jedoch anzumerken, dass der Ausloser fir die Aktivierung der
zustandigen MAP Kinasen vermutlich kein PAMP/DAMP darstellt. Bei PPL1 zum Beispiel
sollten endogene Liganden im Zusammenhang mit der Blutenentwicklung in Betracht
gezogen werden. Fir PPL2 konnte ebenfalls ein Einfluss auf die Bliitenentwicklung gezeigt
werden, wobei sich jedoch die Regulation der Funktion zwischen PPL1 und PPL2 zu
unterscheiden scheint (Abbildung 25, 3.5). Zur weiteren Aufklarung der Funktion scheint eine

Identifizierung von weiteren Interaktionspartnern unabdingbar, welche aufgrund der

75



Diskussion

vorhandenen Laéslichkeitsprobleme jedoch mit den etablierten Methoden nur schwer méglich

war.
4.3 Eine Bewertung der proximity-labeling Methode in A. thaliana Protoplasten

Mit der Etablierung der proximity-labeling Methode mittels Biotin Ligase kénnen Probleme
der Loslichkeit von Zielproteinen und Interaktoren umgangen und eine in vivo Markierung
durchgefiihrt werden. Um weitere Analysen zu PPL1/PPL2 Interaktionspartnern durchfiihren
zu konnen, sollte diese Methode fir das A. thaliana Protoplasten System optimiert werden.
Zur Durchfihrung von Experimenten im Pflanzensystem scheinen sowohl die TurbolD
Ligase als auch die verkirzte Version (miniTurbolD) aufgrund ihrer héheren Aktivitat bei
niedrigeren Temperaturen die Enzyme der Wahl zu sein. Das konnte in dieser Arbeit fur das
verwendete A. thaliana Protoplasten-System als auch in der Literatur in stabilen A. thaliana
Linien und mit infiltriertem N. benthamiana Material gezeigt werden (Mair et al., 2019).
Zuséatzlich dazu war es mdglich neben der geeignetsten Biotin Ligase (TurbolD) auch die
entsprechend optimierten Biotin-Konzentrationen und Zeitrdume der Biotin-Behandlung zu
etablieren (3.4.1, Abbildung 16) und diese korreliern ebenfalls mit Ergebnissen der Literatur
(Mair et al., 2019). Mit Hilfe einer Kernpréaparation konnte die vorherrschende Lokalisation
der verwendeten Konstrukte Uberpruft werden, ohne diese durch das Einfiihren einer
Fluoreszenz-Markierung weiter zu vergroRern (3.4.3, Abbildung 19). Durch eine zusatzliche
Markierung kénnten Probleme der korrekten Faltung und der Interaktion der Zielproteine mit
Interaktoren auftreten, die der Spezifitat der Methode entscheidend entgegen wirken wirden.
Wahrend der Optimierung der massenspektrometrischen Messungen konnten synthetische
Kontaminationen auf die verwendeten Streptavidin beads zurtickverfolgt werden, welche
moglicherweise durch den on bead Verdau generiert worden sind. Der Versuch die
angereicherten Proteine mittels Elution von den beads zu entfernen und in einem in-gel
Verdau zu fragmentieren ist im Zuge dieser Arbeit nicht gelungen (Anhang 9). Dies kann
vermutlich durch die starke Interaktion zwischen Biotin und den Streptavidin der beads
erklart werden, da auch schon bei den Analysen der Aufarbeitung und Anreicherung mittels
Western Blot Probleme im Bereich der Elution aufgetreten sind (Anhang 10). Weiterhin
eluieren reale Interaktoren, meist mit mehrfachen Biotinylierungen, mit einer schlechteren
Effizienz. Dadurch kdnnten gerade diese Proteine im Zuge der Methode nicht identifiziert
werden. Da jedoch bei der geringen Konzentration an Proteinen aus dem limitierten Material
der Protoplasten die Kontaminationen die eigentlichen Signale (berlagert haben, missten

Alternativen dafiir gefunden werden. Einerseits wére die Verwendung einer niedrigeren
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Konzentration der Streptavidin beads moglich. Dabei wéren Versuche zur Optimierung der
ausreichenden Bindungsfahigkeit zu der Verringerung der Kontaminations-Signale
notwendig. Andererseits besteht ebenfalls die Mdglichkeit die Bindung zwischen Biotin und
Streptavidin zu umgehen und stattdessen auf die Verwendung von Biotin-Antikorper zu
setzen (Udeshi et al., 2017).

Neben diesen technischen Optimierungen ist es zusatzlich moéglich, den kompletten Versuchs-
Aufbau soweit anzupassen, dass mdoglichst wenig Falsch-Positive Ergebnisse generiert
werden. Neben der Optimierung der Biotin-Konzentration, des Behandlungszeitraumes und
der Aufarbeitung wurde eine weitere Kontrolle in Form des inerten CFP-Proteins mitgefihrt.
Es ist bekannt, dass CFP sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma zu finden ist (Anhang 4
C). Es konnte jedoch im Zuge dieser Arbeit gezeigt werden, dass die CFP-TurbolD Fusion
nicht in dem Zellkern lokalisiert ist (Abbildung 19). Dies kdnnte moglicherweise auf die
Verdopplung der ProteingroRe zurtickzufiihren sein. Aus diesem Grund sollten fur weitere
Untersuchungen Kontrollen mit gleicher Lokalisation wie den Zielproteinen verwendet
werden, da sich die potenziellen Interaktoren zwischen den Kompartimenten (Zellkern oder
Zytoplasma) unterscheiden. Trotzdem wurden die generierten Datensétze in dieser Arbeit um
alle in der CFP-Kontrolle aufgetauchten Proteine korrigiert. Bei dieser Methode konnten
jedoch Interaktoren mit geringer Abundanz aussortiert oder Proteine identifiziert werden, die
aufgrund von unspezifischer Bindung der beads-Matrix oder an biotinylierten Proteinen mit
auf gereinigt wurden. Weiterhin ist die eindeutige Identifizierung bei der Verwendung des on-
bead Verdaus der Uber Streptavidin beads angereicherten Proteine ber den Biotin-Anhang
nicht moglich, da alle mit Biotin markierten Peptide an den beads verbleiben. Bei dem in gel-
Verdau konnten diese Peptide theoretisch vermessen werden, sollte die Elution dieser
Proteine von den beads effizienter moglich sein. Da auch dies, wie bereits beschrieben, ein
Problem darstellt, sind weitere Methoden der eindeutigen Zuordnung von Peptiden von
Vorteil.

Eine Methode um vor allem die biotinylierten Peptide zu messen ist die DIiDBIT (direct
detection of biotin-containing tags). Hierbei werden die Probenextrakte zuerst verdaut und
danach die Biotin-Peptide mittels Streptavidin beads angereichert. Wahrend des
Waschprotokolls werden alle nicht biotinylierten Peptide entfernt und nach der Peptid-Elution
konnen die biotinylierten Peptide mittels MS/MS gemessen werden (Schiapparelli et al.,
2014). Der Vorteil dieser Methode ist die direkte und ausschlieRliche Identifizierung von
Peptiden mit einem Biotin-Anhang. Dadurch ist es auch mdglich, Proteine zu identifizieren
die eventuell durch eine schlechte Zugdanglichkeit des Biotin-Anhangs, durch Komplex-
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Bildung oder verdnderter Faltung Uber die herkdmmlichen Methoden nicht an die beads
binden wirden und somit nicht identifiziert werden kdnnten (Schiapparelli et al., 2014).

Ein weiteres Problem stellt die eigentlich genutzte Unspezifitit der Biotin-Ligase dar. Auch
mit Kontrollen im selben Kompartiment, zum Beispiel ein CFP-TurbolD Konstrukt mit NLS
(nuclear localisation signal), konnten reale Interaktionspartner mit einer gewissen
Wabhrscheinlichkeit auch in der Kontrolle auftauchen. Bei einer unbewerteten Aussortierung
der Ergebnisse wiirden diese Proteine ebenfalls herausfallen. Zur Differenzierung zwischen
realen Interaktionspartnern und zufélligen Ereignissen bietet sich eine Markierungsmethode

wie zum Beispiel das TMT™

(tandem mass tag) System (ThermoFisher Scientific) an. Die
Markierung erfolgt dabei mit unterschiedlichen isobaren TMT Reagenzien welche sich in
ihrer Isotopen Verwendung unterscheiden. Diese Reagenzien bilden kovalente Bindungen mit
primaren Aminen (Lysinen und N-Termini) aus und kdnnen mittels MS/MS Analysen
voneinander unterschieden werden. Zu vergleichende Proben werden mit unterschiedlichen
TMT Reagenzien behandelt und anschliefend zur Messung miteinander vereinigt. Anhand der
Verhaltnisse der einzelnen Anhdnge zueinander kénnen Aussagen (ber die Abundanz der
einzelnen Peptide in den verwendeten Proben getroffen werden. Diese Methode stellt neben
dem Mitfihren von unspezifischen Kontrollen eine Maoglichkeit dar, bei der das
Vorhandensein von Proteinen quantifiziert und damit praziser zwischen den Proben

unterschieden werden kann.

Obwohl die Optimierung der proximity-labeling Methode in dieser Arbeit nicht abgeschlossen
werden konnte, wurden die generierten Daten zur Kontrolle der Methode ausgewertet.
Anhand dieser Daten konnten vier mégliche Kandidaten fiir die stets als Hintergrund, mittels
strep-POD, detektierbaren Proteine im Bereich von 30 kDa und 80 kDa identifiziert werden
(3.4.6). Diese vier Proteine gehoren zu 12 Genprodukten aus A.thaliana in denen die
biotin/lipoyl attachment domain zu finden ist. Diese Domane besitzt das Motiv (Ala/Val)-
Met-Lys-(Met/Leu) welches das enthaltene Lysin als biotinylierte Aminosaure definiert und
ist in Untereinheiten und deren Isoformen einer Acetyl-CoA Carboxylase zu finden (Shivaiah,
Ding et al. 2020). Die Bestimmung der bereits biotinyliert vorliegenden Proteine zeigt die
generelle Fahigkeit der etablierten Methode biotinylierte Proteine anzureichern und mittels
MS/MS zu identifizieren. Leider war die Detektion von Peptiden maoglicher
Interaktionspartner in PPL1 Proben nicht moglich. Eine Erklarung fiir die unzureichende
Biotinylierung von potenziellen Interaktoren durch PPL1-TurbolD liegt vermutlich in der
falschen spatiotemporalen Umgebung in der reale Interaktionspartner nicht exprimiert
werden, wie es auch fur PPL1 nicht der Fall wére. Im Gegensatz dazu konnten in PPL2
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Proben vier potenzielle Interaktionspartner identifiziert werden. Bei diesen Proteinen handelt
es sich um MTHFR2, VAB2, HSC-70-1 und ein GYF-Doménen Protein. Bei der MTHFR2
handelt es sich um ein Enzym welches eine Reduktion in der Methionin Synthese katalysiert
und sich damit in den Kohlenstoff-Metabolismus einordnen lasst (Roje et al., 1999). Das
VAB2 Gen kodiert fiir die ATP Synthase Einheit B1 der Vakuole (Ma et al., 2012). Uber das
GYF-Doménen Protein ist wenig bekannt. Die enthaltene GYF-Doméne stellt eine Adaptor
Domane dar, welche Uber die Erkennung von prolin-reichen Sequenzen Proteininteraktionen
vermittelt (Kofler and Freund, 2006). Eine Untergruppe der HSP70s spielt eine Rolle in der
Entwicklung und der Reaktion auf abiotischen Stress. Dabei zeigen knock-out Mutanten
hoherer Ordnung Anderungen der Genexpression von Genen der Bliitenentwicklung sowie
der Cytokinin, Brassinosteroid und Abscisinsaure Signalwege (Leng et al., 2017). Sowohl
innerhalb dieser kleinen Auswahl als auch innerhalb der kompletten Liste der mdglichen
Interaktionspartner von PPL2 sind auf den ersten Blick wenige Gemeinsamkeiten zu

erkennen.

Eine genaue Einordnung der Ergebnisse kann nicht erfolgen, da es sich lediglich um nicht
reproduzierte Ergebnisse wéhrend der Optimierung handelt. Dennoch scheint es fur PPL2 zu
spezifischen Biotinylierungs-Ereignissen gekommen zu sein auch wenn die unvollstdndigen
Daten die Identifizierung von echten Interaktionspartnern erschweren. Anhand der Ergebnisse
besteht die Mdglichkeit, dass die PHD-ahnliche Domane von PPL2, und eventuell auch PPL1,
in ihrer Funktion eher einer RING-Domane gleicht. Dabei konnten die identifizierten Proteine
Substrate darstellen, die mit der E3 Ubiquitin Ligase PPL2 interagieren um dem Proteinabbau
zugeflihrt zu werden. Es ist jedoch genauso moglich, dass es sich hierbei um zufallig
markierte Proteine im Zellkern handelt welche durch den Vergleich mit der CFP-Kontrolle
aus dem Zytoplasma nicht heraus sortiert werden konnten. Zusatzlich dazu konnten keine
Histone als Interaktionspartner identifiziert werden. Madglicherweise ist dies ein
Detektionsproblem welches durch die Verwendung von mehr Ausgangsmaterial, bevorzugt
von stabilen Linien, gelost werden konnte. Die Interaktion der PPL-Proteine mit Histon3
konnte mit der Funktion einer RING-Domane Uber den Abbau von Histonen oder gezielt
eingeflihrten post-translationalen Modifikationen erklart werden (3.3.4, Abbildung 15)
(Bourbousse et al., 2012).

Um aussagekréaftige Daten flr die Auswertung zu erhalten, ist es erforderlich mindestens drei
biologisch unabhédngige Messungen durchzufuhren. Hierflr sollten die bereits erwahnten
Methoden zur eindeutigen Identifizierung von realen Interaktoren angewendet werden
(DIDBIT und parallel TMT Markierung). Weiterhin wére die Verwendung von stabilen
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Linien mit induzierbarem Promoter sinnvoll, da die nachfolgenden Analysen dann in
definierten Organen, zum Beispiel von Bliten der Phase 14 oder Phase 15 fiir PPL1,
durchgefiihrt werden kénnten. Damit konnte man die bisherigen Probleme verringern und mit
hoherer Wahrscheinlichkeit reale Interaktionspartner anreichern und identifizieren. Zur
Bestatigung der Interaktoren sollte die Interaktion zwischen den jeweiligen Proteinen durch
weitere Methoden wie zum Beispiel BIFC oder FRET (Forster-Resonanzenergietransfer)
Analysen bestatigt werden.

Die Methode der in vivo Biotinylierung durch eine Biotin Ligase birgt ein enormes Potenzial
zur ldentifizierung von Signalwegen von den Rezeptoren uber Signal Kaskaden bis hin zu
Proteinkomplexen als Substrate. In dieser Arbeit konnten viele Optimierungen der Methode
fir die Anwendung im pflanzlichen System erarbeitet werden. Dabei war es mdglich, die
erfolgreiche Biotinylierung und Anreicherung dieser Proteine zu zeigen. Mit weiteren
Optimierungen konnen die Probleme der Detektion oder auch der Elution biotinylierter
Proteine verbessert werden um dann eine vielversprechende Methode zur Identifizierung von

neuen, physiologischen Interaktionspartnern zu erhalten.
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5 Zusammenfassung

Im Zuge dieser Arbeit war es moglich zwei paraloge Proteine, PPL1 und PPL2, aus
A. thaliana als MAP Kinase Substrate von MPK3 und MPKG6 einzuordnen. Die Ergebnisse
deuten auf eine mogliche bevorzugte Phosphorylierung durch die MPK3 hin. Durch die
Phosphorylierung kann die Stabilitat der Proteine beeinflusst werden, das scheint jedoch nicht
die primére Funktion der Phosphorylierung zu sein. Den Zusammenhang einer Funktion
innerhalb der Pathogen-Abwehr konnte im Gegensatz zu Vor-Experimenten in dieser Arbeit
nicht bestatigt werden. Vielmehr zeigten phanotypische Untersuchungen eine spezifische
Funktion in der Blitenentwicklung. Mit diesen Daten korreliert die Beobachtung, dass zu
PPL1 und PPL2 homologe Proteine ausschlieflich in Blutenpflanzen auftreten. Die Rolle
dieser Proteine scheint eine spezifische Regulation innerhalb der Blutenentwicklung zu sein,
moglicherweise zu unterschiedlichen Zeitpunkten oder Umweltbedingungen. Zusétzlich ist
durch die Interaktion mit einem Histon Protein eine Verbindung zu epigenetischen Signalen
maoglich, was neue Moglichkeiten fiir Regulationsmechanismen aufzeigt.

Fur weitere Analysen dieser konservierten Funktion ist die Identifizierung von noch
unbekannten Interaktionspartnern essenziell. Aufgrund der eingeschrénkten Mdglichkeiten
von konventionellen Methoden fiir PPL1 und PPL2 wurden eine proximity-labeling Methode,
die mittels Biotinylierung von potenziellen Interaktoren durch die TurbolD Biotin-Ligase
arbeitet, im A. thaliana Protoplasten System etabliert. Dabei konnten wichtige Schritte der
Probenaufarbeitung sowie der massenspektrometrischen Messung verbessert werden. Obwohl
noch weitere Optimierungen notwendig sind, konnten erste potenzielle Interaktionsproteine
fiir PPL2 identifiziert werden. Mit Hilfe dieser Methode ist es moglich unter physiologischen
Bedingungen Interaktionspartner zu identifizieren und damit zum Beispiel ganze Signalwege

zu analysieren.
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Anhang 2 Darstellung von Arabidopsis eFP_Browser Daten von PPL1 und PPL2 in der Blitenentwicklung.

Abruf der Expression von At1g02070 (PPL1) und At3g60520 (PPL2) lber Arabidopsis eFP Browser von

bar.toronto.ca. Teilweise Darstellung der Expressions(A, C) -Diagramme (Phase 12/15 der Bliitenentwicklung)

und (B, D)-Muster in Bliiten (Phase 15) relativ zu dem Mittelwert aller gemessenen Werte der Proben.

90



Q) 1

B.oleracea_l MAEALELEAR AL L R R P A E R LA EEEE R I 2285
0.74} g9 B.napus_1 N c
B.napus_2 I
.89 B.rapa_1 4
B.napus_3 3
0.76yA thaliana_1 )
S e S LR S
1 B.napus_4 1 SSSKK G VT
2 G
e ot T8 VY VACTORESS IAMVGGONSBWSIN 435 e
B.napus_7 B PR R R8c 083880 8BRRINRERRRRR353332385833558388588858
a0 B.rapa_2 N c
- B.oleracea_3 b3 ¥*
B.napus_6 4
B.napus_5 3
o
—; 22
A w0 HOEINC TvGSH PR
1 G Scl[\0p HHDQ GAA
PP._ NQVNNJ‘NNI'DOAA_GVVAVIEG sS Kiol In R
EEEEE R R SR R R R R e L

Anhang 3 Darstellung von PPL1 orthologen Genen aus Kreuzblitlern.(A) Phylogenetischer Baum zur

Darstellung der Aufteilung in PPL1- und PPL2-8hnliche Proteinsequenzen. Die Berechnung und Darstellung
erfolgte mit Phylogeny.fr. Die passenden Genbezeichnungen und Sequenzen sind in Anhang 15 aufgefiihrt.
Rote Zahlen = branch support values (B) Darstellung konservierter Aminoséuren in orthologen Proteinen aus
A. thaliana, A. lyrata, Brassica oleracea, Brassica napus und Brassica rapa. Es wurde dasselbe Daten-Set
wie bei A verwendet. Darstellung erfolgte mit weblogo im Anschluss an ein multiples Alignment mit
MUSCLE. Rote Sterne = MAP Kinase Phosphorylierungsstellen
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Anhang 4 Kern-Lokalisation von PPL1 und PPL2 in N. benthamiana, PPL1 Uberexpressionslinien und CFP

Lokalisation in A. thaliana Protoplasten.(A) Transiente Expression von pEarlyl04-YFP-PPL1 und

pEarly104-YFP-PPL2 in N. benthamiana Bléattern fir 24h. Anschliefende Untersuchung am konfokalen
Fluoreszenzmikroskop. (B) Kernpraparation aus Blattmaterial der pEarly201-HA-PPL1 UE-Linien 5-6 und
7-5 sowie Col-0. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot (PPL1 Protein: HA-Antikorper, endogene
Histone: H3 Antikdrper). Z = zytoplasmatische Fraktion, W = Waschung, K = Kernfraktion (C) Transiente
Expression von pUGW15-CFP in A.thaliana Col-0 Protoplasten. Die CFP-Signale wurden 16 h nach
Transformation mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Dargestellt sind die Ergebnisse eines

von 4 unabhédngigen Experimenten. Anzahl Protoplasten=13
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Anhang 5 Proteinelution (GST-PPL1, GST-PPL2), und Histon3 pull down Assay mit GST-PPL1, GST-
PPLImutPHD und GST-PPL2. (A) Coomassie Brilliant Blue (CBB) gefarbtes SDS-Gel zur Darstellung der
Proteinelution von GST-PPL1 und GST-PPL2 von GSH-Sepharose mittels reduziertem Glutathion. iP

immobilisiertes Protein (C) Histon pull down Experiment mit Col-0 Zellkern-Extrakt und den rekombinanten GST-
PPL1, GST-PPL2, GST-PPLImutPHD und GST Proteinen. Die Detektion erfolgte mittels Western Blot (H3
Antikorper).
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Anhang 6 In vitro Phosphorylierungs-Assay mit Phospho-Null Mutanten und in vivo Phosphorylierung in A.

thaliana Col-0 Protoplasten. (A) Die in vitro Inkubation von rekombinant gereinigtem GST-PPL1, GST-
PPL1*, GST-PPL2 und GST-PPL2** mit rekombinant gereinigtem und aktiviertem MPK3, MPK4 oder

MPK6 Protein und y*?P-ATP. Die Coomassie Brilliant Blue (CBB) Farbung diente als Ladekontrolle.
Experiment wurde einmal durchgefiihrt. (B) Transiente Expression von HA-PPL1 allein, mit c-myc-
PcMKKS5PP oder mit c-myc-PcMKK5® in A. thaliana Protoplasten. Die Behandlung mit 100 nM flg22 fiir
eine Stunde erfolgte 16h nach der Transformation. Daraufhin wurden alle Proben eingefroren und mittels
phostag™ SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse erfolgte ber Western Blot Detektion (HA oder c-myc
Antikdrper (AK)). Dargestellt sind die Ergebnisse eines von 3 unabhdngigen Experimenten. Die

Aminoschwarz Féarbung diente als Ladekontrolle
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At1g02070 T-DNA

SALK_091010
(ppll__SALI() - +183 nt
ATG TAG

Anhang 7 Darstellung der T-DNA Insertion der SALK 091010 Linie. (A) Graphische Dartsellung der
Lokalisation der T-DNA Insertion in der 3° UTR von PPL1. Gelber Balken = Promoter Region; grauer Balken =
Exon (B) Semiquantitative PCR mit Bliten cDNA zweier Pflanzen der ppl1_SALK Linie bzw. von Col-0. EFla
diente als Kontrolle.

A 0.8
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Anhang 8 Expression von PPL1 und PPL2 in ppll, ppl2, pplippl2 und Col-0 Bliten. Analyse der

Expressionslevel von PPL1 (A) und PPL2 (B) in vier unterschiedlichen Bliiten-Entwicklungsstufen von ppl1,
ppl2, ppllppl2 und Col-0 mittels semiquantitativer Echt-Zeit PCR. Jede Probe ist ein Pool aus mindestens 8
Bluten von 4 Pflanzen der entsprechenden Linie. (C) Darstellung der verédnderten Nukleotidsequenz von ppll
mit der resultierenden Aminosduresequenz. Griin = Start-Codon, Tirkis = Insertion, Rot = friihzeitiges Stop-

Codon. Bestétigt durch 3 unabhéngige Sequenzierungen.
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Anhang

Anhang 9 Chromatogramm der PPL2-Probe nach in gel-Verdau. Die Proteinextraktion aus A. thaliana

Protoplasten erfolgte laut Extraktionsprotokoll 3 (nur SDS im Extraktionspuffer, alle Puffer in MS-grade
Wasser). Nach der weiteren Aufarbeitung und der Separation biotinylierter Proteine mittels Streptavidin
beads erfolgte die Elution mit anschlieBender Auftrennung im SDS-Trenngel und dem in gel-Verdau.

PPL1-TbID PPL2-TbID CFP-TbID
kbpa UuP Ex P UB E1E2 uP Ex P yUB E1E2 uP Ex P UB ElE2

70— —_—
= gn -~
* - . Strep-POD

L
~- T

35—

25—

15— - -

Anhang 10 Kontroll-Western der Probenaufarbeitung Messung 3. Transiente Expression von PPL1-TbID,

PPL2-TbID, H3-ThID und CFP-TurbolD in A. thaliana Protoplasten. Die Behandlung fiir eine Stunde mit 50uM
Biotin erfolgte 16 h nach der Transformation. AnschlieBend erfolgte die Proteinextraktion und die Anreicherung
biotinylierter Proteine mittels Streptavidin beads. Die Analyse erfolgte mittels Western Blot. Die erwartete
ProteingroRe wird durch einen roten Stern markiert. uP = untransformierte Protoplasten, Ex = Extrakt, P = Pellet,

UB = ungebundene Fraktion, E1 und E2 = Eluat 1 und 2 der gebundenen Proteine von den Streptavidin beads.
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Anhang 11 Phénotypische Darstellung der Flache, Breite und Lange von Petalen der Bliten von Col-0,

ppll, ppl2, pplippl2 und PPL1 UE 5-6. Die Anzucht der Pflanzen bis zur Blite erfolgte unter Langtag

Bedingungen in einem Experiment. Die Petale wurden von den weiteren Bestandteilen der Bliten separiert

und mit Hilfe von ImageJ analysiert. Zur statistischen Auswertung wurde eine One-way ANOVA mit Dunn’s

Post Test durchgefiihrt. n > 18 Petale (je 4 Pflanzen, 1-2 Bluten pro Pflanze).

Anhang 12 Primer fiir Gen-Amplifikation, Mutagenese Reaktion und Southern-Sonde Amplifikation

Bezeichnung

At3g60520_5

Verwendung

Gen-Amplifikation

Sequenz

caccatggtggatcttgaaag

At3¢60520_3

Gen-Amplifikation

Ctaacacataacatccttgagaagc

PPL2_S82A_forw2

Mutagenese-PCR

gaggtctcgggegcectcatcaccaaatcaaaca

PPL2_S82A _rev2

Mutagenese-PCR

ctggtctcggegecgaatattccgaccggtac

PPL2_S113A_forw

Mutagenese-PCR

aaggtctcgggegectagaccggec

PPL2_SI113A_rev

Mutagenese-PCR

aaggtctcggegecggeacgecag

H3.1 5 Gen-Amplifikation caccatggctcgta ccaagc
H3.1 3 Gen-Amplifikation ttaagccctctcgectctaatte
PENTR- Mutagenese-PCR aaaggtctcgccttagccctctcgectctaatt

H3woSTop_rev
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PENTR_woSTop_forw

Mutagenese-PCR

aaaggtctcgaagggtgggegegecgacc

PPL2_woStop_rev

Mutagenese-PCR

aaaggtctcgccttacacataacatccttgagaage

CFP_w/oStop_forw

Mutagenese-PCR

aaaggtctcggacccagctttcttgtacaaa

CFP_w/oStop_rev

Mutagenese-PCR

aaaggtctccggtecttgtacagcetegtcca

BASTA-F

Amplifikation Southern Sonde

aacttccgtaccgagecgea

BASTA-R

Amplifikation Southern Sonde

gctgaagtccagetgccagaaac

Anhang 13 Primer fiir Genotypisierung und Generierung der CRISPR-Cas9 Konstrukte.

Bezeichnung

Verwendung

Sequenz

SALK 139823 RP2 Genotypisierung ggccacatggaatacctaaagc
SALK 139823 LP Genotypisierung ttatttatggaccgacttgcg
SALK 126470 RP Genotypisierung aagatctcaccgtctactgcg
SALK 126470 LP Genotypisierung attgtgtcaagatcatcgtgc
PPL1 A O1 CRISPR Cas9 —Primer attggagagagtgtgttgcatgtg
PPL1_A O2 CRISPR Cas9 -Primer aaaccacatgcaacacactctctc
PPL1 B O1 CRISPR Cas9 -Primer attgagcaacgttgctagacatgg
PPL1 B_0O2 CRISPR Cas9 -Primer aaacccatgtctagcaacgttgct
PPL1 A P5 Genotypisierung gacggcaagcaaactctctagt
PPL1 B P3 Genotypisierung ttccgatctgtttgagaagtca
PPL2_A O1 CRISPR Cas9 -Primer attgagaagagtgtgttgcatgtg
PPL2_A O2 CRISPR Cas9 -Primer aaaccacatgcaacacactcttct
PPL2 B O1 CRISPR Cas9 -Primer attgtgctgtttgatttggtgatg
PPL2 B_0O2 CRISPR Cas9 -Primer aaaccatcaccaaatcaaacagca
PPL2_A P5 Genotypisierung ttcctetecttcatattctccg
PPL2 B_P3 Genotypisierung gaagcttgtacctacgagtggc

Anhang 14 Primer fir guantitative Echt-Zeit-PCR .

Bezeichnung Verwendung

PPL1_gPCR_fwd RT-Primer

tttctccgacaagctcttcag

PPL1 gPCR_rev RT-Primer

tctagcaacgttgctcagctt

PPL1 probe Sonde Tagman

FAM-acggccagtttgcggagcecta-BHQ1
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PPL2_gPCR_fwd

RT-Primer

tcttgaaagaagagtgtgttgcat

PPL2_gPCR_rev

RT-Primer

tggatcagcttgctctttgtaa

PPL2_probe Sonde Tagman FAM-tgcagcaagtgccttaatcgetttc-BHQ1
PP2A 5 RT-Primer gaccggagccaactaggac

PP2A-3 RT-Primer aaaacttggtaacttttccagca

PP2A probe Sonde Tagman FAM-atctggtgcctgcatatgctcgtc-BHQ1

Anhang 15 Zuordnung und Sequenzen fiir den phylogentischen Baum der Kreuzblitler.

Benennung

Genbezeichnung

Sequenz

A.thaliana_  AT1G02070 mervcemcegdvgfsdklfscghererfghsycsnyygqfaepteicdwersddrkisn
1 [Arabidopsis varhggssskkpsssvkyendfsnrseyspghrikhnnnrhdgvakgvagdgggvtsp
thaliana] ktatrrykllkdvmc
|
A.thaliana_  AT3G60520 mvdlerrveemcgdvgffdklfhcskelnrfghsycssyykeqgadpikicdweqceak
2 [Arabidopsis srtgakhgvnggsskrsyrseyssphhgikqgeingttsssippaadkgktgvpsprpatr
thaliana] rykllkdvme
B.napus_1 gb|CDY38044.1| mekvcemcegdvgfsdklfrcghernrfghsycsnyysefaepteicdweqgsddkklss
[Brassica napus] vakhggssfssskkkkasssvnyesgvtngseypsgggikhdnnhhdqvaksvvagp
agggvpsprtamrrykllkdvre
B.napus_2 ref|XP_013722206.1| mekmcemcegdvgfsdklfrcghcrnrfghsycsnyysefaepteicdweqgsddkkls
[Brassica napus] svakkggssvssskkkkasssvnyesgvtngseypsgggikhdnnhhdgvaksvvag
pagggvpsprtamrrykllkdvrc
B.napus_3 ref|XP_013730436.1| mekmcemcegdvgfsdklfrcghcrnrfghsycsnyysefaepteicdweqgsddkkls
[Brassica napus] svakkggssvssskkkkasssvnyesgvtngseypsgggikhdnnhhdgvaksvvag
pagggmpsprtatrrykllkdvrc
B.napus_4 gb|CDX71802.1| mvdlerkvcecmegdvgffdkifhcskelnrfghsycssyykeqgdpikicdweqfeak
[Brassica napus] srtgakhgvsvgsskrsyrslyssangvkageingitasssippvaekgkssvpsprtatrr
ykllkdvme
B.napus_5 gb|CDY41160.1] mvdlerkveemegdvgffdkifheskelnrfghsycssyykeqggpikicdwegfeak
[Brassica napus] srtgakhgvsvgsskrsyrseyssangikngeingitasssippvadkgktsvpsprtatrr
ykllkdvme
B.napus_6 gh|CDX98421.1] mvdlerrveemcgdvgfidklfheskelnrfghsycssyykegadpikicdweqwear
[Brassica napus] sptgakhgvkgrsskrsyrseyssahgikqgeingittsssippatdkgktgapsprsatrr
ykllkdvme
B.napus_7 gh|CDX67832.1] mvdlerrveemcgdvgfidkItheskelnrfghsycssyykegadpikicdweqwear

[Brassica napus]

sptgakhgvksrsskrsyrseyssahgikqgeingittsssippatdkgktgapsprsatrr
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ykllkdvme
B.oleracea_  ref|XP_013601044.1| mekvccmcgdvgfsdklfrcghcrnrfghsycsnyysefaepteicdweqsddkklss
1 [Brassica oleracea] vakhggssfssskkkkasssvnyesgvtngseypsgggikhdnnhhdgvaksvvagp
agggvpsprtatrrykllkdvrc
B.oleracea_  ref|XP_013602785.1| mvdlerkvecmcgdvgffdkifhcskelnrfghsycssyykeqgdpikicdwegfeak
2 [Brassica oleracea] srtgakhgvsvgsskrsyrseyssangikqgeingitasssippvaekgktsvpsprtatrr
ykllkdvmc
B.oleracea_  ref|XP_013590522.1| mvdlerrvccmegdvgfidkifhcskelnrfghsyvftylycssyykegadpikicdwe
3 [Brassica oleracea] gwearsptgakhgvkgrsskrsyrseyssahgikggeingittsssippatdkgktgapsp
rsatrrykllkdvmc
B.rapa_1 ref|XP_009118854.1| mekvcemegdvgfsdklfreghernrfghsycsnyysefaepteicdwegsddkklss
[Brassica rapa] vakkggssvssskkkkasssvnyesgvtngseypsgggikhdnnhhdgvaksvvagp
agggmpsprtatrrykllkdvre
B.rapa_2 ref[XP_009116732.1] mvdlerkvecmegdvgffdkifhcskelnrfghsycssyykeqgdpikicdweqfeak
[Brassica rapa] srtgakhgvsvgsskrsyrseyssangikngeingitasssippvadkgktsvpsprtatrr
ykllkdvme
Allyrata_1 gb|EFH68288.1| mervcemcegdvgfsdkifscghcrerlghsycsnyysefaepakicdwersddrkign
[Arabidopsis lyrata ] varhggssskkssssvnyendeftnrpdyssgreinhnnnhhgqvaegvagagggvps
pktatrrykllkdvmc
A.lyrata 2 gb|EFH54599.1| mvdlerrveemcgdvgffdklfheskelnrfghsycssyykegadpikicdweqgceak

[Arabidopsis lyrata]

srtgakhganggsskrsyrseyssahhgikqgeihqttsssippaaekgksgvpsprpatr
rykllkdvme
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