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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Phytohormon Abscisinsdure (ABA) spielt eine zentrale Rolle in der Adaption der Pflanze an
abiotische Stressbedingungen wie Kalte, Salz und Trockenheit. Es fihrt zu einer Inhibierung der
Keimung und des vegetativen Wachstums, zur SchlieBung der Spaltéffnungen der Blatter und zu
umfangreichen Veranderungen im Metabolismus der Pflanze. Eine der ersten messbaren Reaktionen
ist das Auftreten von Oszillationen der cytosolischen Calcium Konzentration in SchliefRzellen. Calcium
ist ein wichtiger sekundarer Botenstoff, seine Funktion in der ABA Signaltransduktion und die Art und
Weise wie Ca’* Konzentrationsschwankungen in konkrete zellulire Antworten tbersetzt werden, ist
bisher nur teilweise verstanden. Von zentraler Bedeutung fir die Decodierung des Calcium Signals ist
die Familie der Calcium abhdngigen Proteinkinasen (CPKs). In dieser Arbeit wurde der Effekt eines
Mitglieds dieser Proteinfamilie, CPK23, auf die ABA abhangige Genexpression ndher untersucht und
seine Funktion in der ABA Signaltransduktion analysiert. Durch transiente Expression in Arabidopsis
Mesophyll  Protoplasten konnte gezeigt werden, dass CPK23 eine Reihe an bZip
Transkriptionsfaktoren spezifisch aktiviert und als positiver Regulator der ABA Signaltransduktion
wirkt. Transgene CPK23 knockout Pflanzen zeigen jedoch keinen nennenswerten ABA abhangigen
Phanotyp in physiologischen Reaktionen, wahrscheinlich bedingt durch genetische Redundanz
innerhalb der CPK Genfamilie. Um diesem Problem zu begegnen wurden Ansatze zum gezielten Gen
knockout verwendet. Zusatzlich wurde in dieser Arbeit ein heterologes Hefereportersystem etabliert,
um die ABA Signaltransduktion ndher zu untersuchen. Durch die Verwendung von yeast two hybrid
konnte gezeigt werden, dass CPK23 auch mit Proteinphosphatasen vom Typ 2C interagiert, sowie die
SnRK2 Kinase OST1. Diese beiden Proteinkinasen sind positive Regulatoren der ABA
Signaltransduktion und werden moglicherweise vergleichbar durch PP2Cs reguliert. Diese Arbeit
belegt auch eine gegenseitige Regulation der beiden Kinasen, die Phosphorylierungsschritte
beinhaltet und Teil eines Feedback Mechanismus der ABA Signaltransduktion sein konnte. CPK23
fungiert als positiver Regulator und integriert als solcher potenziell Calcium Signale in die ABA
Signaltransduktion. Dariliber hinaus zeigt sich am CPK23 Locus ein hohes Mals an Sequenzvariabilitat
in verschiedenen Arabidopsis Okotypen. Diese Sequenzvariabilitdt korreliert mit einem funktionellen
Unterschied der verschiedenen CPK23 Proteine in vivo. Diese Arbeit hat die molekularen Grundlagen
untersucht, die verantwortlich flir diese funktionellen Unterschiede sind und diskutiert die Frage, ob

der CPK23 Locus die ABA Sensitivitat der Pflanze als Ganzes beeinflussen kann.



Summary

Summary

The phytohormone abscisic acid (ABA) plays a central role in plant adaptive responses to abiotic
stress factors such as drought, salt and cold. It leads to an inhibition of seed germination and
vegetative growth, promotes the closure of leaf stomata and leads to a reprogramming of plant
metabolism. In an early response, ABA leads to oscillations in cytosolic guard cell calcium
concentrations. Calcium is an important secondary messenger. Our understanding of its role in ABA
signaling, however, and the way fluctuations of Ca** concentration are translated into distinct cellular
responses remains fragmentary. One major class of proteins responsible for decoding the calcium
signal comprises calcium dependent protein kinases (CPKs). This thesis explores the effect of one
member of this protein family, CPK23, on ABA dependent gene expression and its function in the ABA
signal transduction cascade. Through transient expression in Arabidopsis mesophyll protoplasts,
CPK23 was shown to directly activate a number of bZip transcription factors and to thereby positively
regulate ABA sensitivity. Transgenic CPK23 KO lines, however, do not show a substantial ABA related
phenotype in physiologic responses, which is likely due to genetic redundancy within the CPK gene
family. To overcome this issue, targeted gene knockout approaches have been utilized. In addition, a
heterologous yeast reporter system has been established within this study to probe ABA signaling. By
the use of yeast two hybrid it has been shown that CPK23 also interacts with protein phosphatases of
type 2C, as does the SnRK2 kinase OST1. Both kinases seem to be similarly regulated by PP2Cs and
function in ABA signaling synergistically as positive regulators. This study, however, also gives
evidence for mutual regulation of both kinases, likely including phosphorylation, which may reflect a
feedback mechanism in ABA signaling. CPK23 acts as a positive regulator and possibly integrates
oscillations of intracellular Ca** concentrations in the ABA signal transduction cascade. In addition,
CPK23 shows a high degree of sequence variability in Arabidopsis accessions. This sequence
variability correlates with a distinct in vivo function of the different CPK23 proteins. This thesis has
investigated the molecular mechanisms underlying this functional difference and discusses the

guestion as to whether the CPK23 locus directly influences ABA sensitivity at an organismic level.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Pflanzenhormone

Als ortsgebundene Organismen sind Pflanzen darauf angewiesen Entwicklung und Wachstum den
vorherrschenden Umweltbedingungen anzupassen. Da Pflanzen kein Nervensystem wie Tiere
besitzen, kdnnen Anpassungen nur auf chemischer Basis durch Botenstoffe (Hormone) vermittelt
werden. Pflanzliche Hormone (Phytohormone) sind wie tierische Steroidhormone bereits in niedrigen
Konzentrationen wirksam, werden allerdings nicht in speziellen Driisen gebildet und wirken in der
Regel auf unterschiedliche Gewebe. Grundsatzlich kann man unterscheiden zwischen
wachstumsférdernden Hormonen und wachstumshemmenden (lten et al., 1999). Die Einteilung in
die verschiedenen Hormon-Klassen geschieht dabei nicht zwangslaufig nach chemischer Struktur
sondern auch nach Wirkungsweise, weshalb zum Teil sehr unterschiedliche Verbindungen in den
verschiedenen Klassen zusammengefasst sind. Abbildung 1.1 zeigt einen bekannten Vertreter sowie
Hauptfunktionen der einzelnen Phytohormone. Neben den abgebildeten, schon lange bekannten
Phytohormon-Klassen werden neuerdings auch Strigolactone zu den Phytohormonen gezihlt, die
sich von den Carotinoiden ableiten und in verschiedenen pflanzlichen Entwicklungsprozessen
beteiligt sind (Cheng et al., 2013). Manche Autoren zdhlen aulRerdem Peptide zu den Phytohormonen

zum Beispiel Systemine, die in der Wundreaktion eine Rolle spielen (Ryan und Pearce, 2003).

Zu den wachstumsférdernden Hormonen gehdrt Auxin, das das Streckungswachstum, sekundare
Wourzelbildung und die Zellteilung fordert, sowie fir die Apikaldominanz verantwortlich ist (Davies,
2010). Brassinosteroide induzieren das Streckungswachstum, sind fir die Zelldifferenzierung wichtig
und spielen darlber hinaus eine Rolle in abiotischen und biotischen Stressreaktionen (Missig und
Altmann, 1999; Bajguz und Hayat, 2009). Gibberelline induzieren nicht nur Streckungswachstum,
sondern auch Blitenbildung und Keimung (Hooley, 1994). Cytokinine férdern, wie der Name
ausdriickt, in erster Linie die Zellteilung und wirken Seneszenz hemmend (Gan und Amasino, 1995;

Werner et al., 2001).

Auf der Seite der wachstumshemmenden Phytohormone befinden sich Jasmon- und Salizylsdure, die
wichtige Botenstoffe in der Pathogenabwehr sind (Delaney et al., 1994; Campos et al., 2014).
AulRerdem Ethylen das zur Fruchtreife fihrt und die Seneszenz beschleunigt. Darliber hinaus
beeinflusst es den polaren IAA Transport und fordert den Blattfall (Abeles et al., 1992; Negi et al.,
2008).
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Hormon Vertreter Funktion

Auxine ceel Streckungswachstum, Zellteilung,
Seitenwurzeln, Apikaldominanz

Streckungswachstum, Keimung,
Bliitenbildung

Gibberelline

Cytokinine

Zellteilung, Seneszenz

Streckungswachstum, biotischer/
abiotischer Stress, Zelldifferenzierung

Brassinosteroide

Fruchtreifung, Seneszenz,

Ethylen
Epinastie

Regulation der Spaltoffnungen,

Abscisinsdure .
Keimruhe, Trocken - und Kiltetoleranz

Jasmonsadure Pathogen- und Wundreaktion

COOH

COOH

Salizylsaure Thermogenesis, Pathogen Abwehr

Abbildung 1.1 Ubersicht der wichtigsten Phytohormon Gruppen
Einteilung der wichtigsten Phytohormon Gruppen in wachstumsférdernde (gelbe Box) und

wachstumshemmende (griine Box) Substanzen. Jeweils ein typischer Vertreter jeder Gruppe ist
gezeigt und die Funktionen in physiologischen Ablaufen angegeben.

Abscisinsdure (ABA), die zentraler Gegenstand dieser Arbeit ist, spielt eine wichtige Funktion in der
Regulation der Spaltéffnungen (Kim et al., 2010), wirkt in der Keimung antagonistisch zu Gibberellin
(Huttly und Baulcombe, 1989) und ist fiir Trocken-, Salz- und Kaltetoleranz der Pflanze wichtig
(Christmann et al., 2006), indem sie zum Beispiel zur Akkumulation von osmoprotektiven Substanzen
wie Prolin beitragt (Verslues und Bray, 2006). Neben diesen sehr prominenten Funktionen ist ABA
auch in anderen Stressantworten beteiligt, wie dem Schutz vor hohen Lichtintensitdten (Yang et al.,

2006; Galvez-Valdivieso et al., 2009) oder in der Pathogenabwehr (Melotto et al., 2006; Adie et al.,
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2007). ABA ist allerdings nicht nur ein ,Stresshormon®, es ist auch fiir die normale pflanzliche

Entwicklung von Bedeutung (Barrero et al., 2005).

Da verschiedene Phytohormone zum Teil antagonistisch wirken (Anderson et al., 2004; Mur et al.,
2006; Han et al., 2009; Bishopp et al., 2011), wird angenommen, dass das Verhalten der Pflanze
durch Konzentrationsverhaltnisse bestimmt wird, die durch Synthese und Abbau laufend verdandert
werden konnen. Im Folgenden soll daher kurz die ABA Biosynthese und der Katabolismus

zusammengefasst werden.
1.2. Abscisinsdure — Biosynthese und Abbau

ABA wurde urspriinglich das erste Mal 1963 aus Baumwollfriichten isoliert und als Fruchtfall
fordernde Substanz beschrieben (Ohkuma et al., 1963). Chemisch gesehen handelt es sich um ein
monozyklisches Sesquiterpen (3-Methyl-5-(1"-hydroxy-4'-oxo-2,6",6 -trimethyl-2"-cyclohexen-1"-yl)-
cis-2,4-pentadiensdure), das man in einer Vielzahl unterschiedlicher Organsimen gefunden hat
(Hartung, 2010), unter anderem auch beim Menschen (Bruzzone et al., 2007; Li et al., 2011). In
hoheren Pflanzen erfolgt die Biosynthese hauptsachlich in SchlieBzellen, Zellen des Leitgewebes und
der Wurzel Uber die Bildung von Xanthoxin aus dem Carotinoid Zeaxanthin (Abb. 1.2). Zeaxanthin
wird plastidar Uber den Methylerythitol-4-Phosphat-Weg gebildet (Lichtenthaler et al., 1997;
Eisenreich et al., 2004). Durch Umwandlung und Spaltung des Cjo-Carotinoids durch 9-cis
Epoxycarotinoid-Dehydrogenasen (NCEDs) entsteht Xanthoxin (Tan et al., 2003), das ins Cytosol
transportiert wird und in zwei weiteren Reaktionsschritten zu Abscisinsaure umgewandelt wird. Die
Enzyme der ABA Biosynthese sind weitgehend bekannt (Nambara und Marion-Poll, 2005) und es
wurden verschiedene Biosynthese Mutanten mit deutlich reduzierten endogenen ABA
Konzentrationen isoliert (Bittner et al., 2001; Xiong et al., 2002; Gonzalez-Guzman et al., 2002;

Gonzalez-Guzman et al., 2004; North et al., 2007).
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Abbildung 1.2 Biosynthese von Abscisinsdure in Pflanzen

Bildung von Abscisinsdure aus dem C4 Carotinoid Zeaxanthin im Chloroplasten. Zeaxanthin wird aus
Isopentenyldiphosphat (iber den Methylerythitol-4-Phosphat-Weg gebildet. Durch die Beteiligung
der Enzyme ABA1 und NCED entsteht in mehreren Reaktionsschritten Xanthoxin. Xanthoxin wird aus
dem Chloroplasten ins Cytosol exportiert und in zwei weiteren Reaktionsschritten, katalysiert von
den Enzymen ABA2 und AAOS3, in Abscisinsdure umgewandelt. Abbildung aus (Wellmann, 2013).

Der Abbau von ABA erfolgt einerseits durch Hydroxylierung entweder am C‘7, C‘8 oder C‘9 Atom
(Abb. 1.3) (Kushiro et al., 2004; Zhou et al., 2004), andererseits durch reversible Glucoseester-
Konjugat Bildung (Xu et al., 2002; Priest et al., 2006). Der Hauptabbauweg wird durch eine
Cytochrom P450 Monooxyigenase katalysiert und fiihrt zur Bildung von 8’0OH ABA, das letztendlich zu
Phaseinsadure bzw. Dihydrophaseinsdaure umgewandelt wird. Einige ABA Abbauprodukte zeigen noch
biologische Aktivitdat (Jadhav et al.,, 2008; Kepka et al., 2011). Die Bildung von Glucoseester-
Konjugaten stellt moéglicherweise eine Speicherform von ABA dar. Durch die beiden B-Glucosidasen

AtBG1 und AtBG2 konnen die Glucoseester im endoplasmatischen Retikulum beziehungsweise der

Vakuole wieder in freies ABA umgewandelt werden (Lee et al., 2006; Xu et al., 2012).
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Abbildung 1.3 Abbau von Abscisinsdure iiber 7'-, 8'- und 9'-Hydroxylierung
Oxidativer Abbau von ABA (ber Hydroxylierung an den C7, C‘8 und C’9 Atomen und anschlieRende

Oxidation zu Phaseinsaure, Dihydrophaseinsaure oder Neophaseinsaure.

1.3. ABA Signaltransduktion

Um seine Funktion in den verschiedenen physiologischen Prozessen ausfiihren zu kdnnen, muss ABA
als Signal erkannt und UGber eine Signaltransduktionskette in konkrete zellulare Antworten Gbersetzt
werden. Der erste Schritt einer jeden Signalkaskade ist die Bindung des Liganden an einen Rezeptor.
Ist der Ligand nicht membrangangig, beziehungsweise sind keine Transportmechanismen vorhanden,
handelt es sich fiir gewdhnlich um einen membranstandigen Rezeptor. ABA wird allerdings durch
Transportproteine aktiv in die Zelle transportiert (Kang et al., 2010; Kuromori et al., 2010; Kuromori
et al.,, 2011) und dort durch einen cytosolischen Rezeptor gebunden (Ma et al.,, 2009). Nach
Perzeption des Signals muss dieses in zelluldre Signale Ubersetzt werden. Dies geschieht durch
verschiedene an der Signaltransduktion beteiligte Proteine, dabei sind Proteinkinasen
zwischengeschaltet sowie sekundare Botenstoffe, unter anderem cADP-Ribose, IP3, H,0, oder ca*
(Schroeder et al., 2001). Die am Ende der Signaltransduktionskette stehenden Proteine sorgen fiir die
Ubersetzung in zellulire Antworten. In der ABA Signaltransduktion handelt es sich dabei vor allem
um zwei Klassen an Proteinen. Einerseits lonenkanale (Kim et al., 2010), die fiir eine sehr schnelle
Reaktion, die SchlieBung der Spaltéffnung verantwortlich sind. Diese Reaktion lauft innerhalb von
weniger als 30 Minuten ab (Christmann et al., 2007). Anderseits Transkriptionsfaktoren, die fir eine

Langzeitadaption verantwortlich sind, und zu einer Veranderung der Genexpressionsmuster fiihren
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(Fujita et al., 2011). Die ABA Signaltransduktion ist grob schematisch in Abbildung 1.4 gezeigt. Im

Folgenden werden die Kernkomponenten genauer im Detail vorgestellt.

Apoplast

Zytosol

Intrazelluldre /éf%)ﬁ ABA-Rezeptor
—»> .

Quellen sekundire Botenstoffe
(ca* ,H;0,...)
l'/ o0
®
Q Proteinkinasen

Nukleus Plasmamembran
—

N\

—_— —>
Transkriptionsfaktoren mRNA \

lonenkandle

Physiologische
Anpassungen

Abbildung 1.4 Ubersicht der ABA Signaltransduktion
Vereinfachte Darstellung der ABA Signaltransduktion. ABA wird entweder (iber Transportproteine

aus dem Apoplasten in die Zelle transportiert oder entstammt intrazelluldren Quellen, zum Beispiel
aus der Spaltung von ABA-Glucoseestern in der Vakuole. ABA wird von einem cytosolisch I6slichen
Rezeptor gebunden. Die Signaltransduktion umfasst eine Reihe sekundarer Botenstoffe und fihrt
unter Beteiligung von Proteinkinasen zur Regulation von Transkriptionsfaktoren und lonenkanalen.
Diese vermitteln dann die Umsetzung des Signals in physiologische Anpassungen, wie die SchlieRung
der Spalt6ffnungen oder Inhibierung von Keimung und Wurzelwachstum.

1.3.1. Der ABA Rezeptorkomplex

2009 gelang zwei Gruppen parallel die Charakterisierung einer Familie von kleinen, etwa 20 kDa
grolRen, cytosolischen Proteinen (Park et al., 2009; Ma et al., 2009). Diese Familie interagiert mit und
inhibiert Protein Phosphatasen vom Typ 2C (PP2C), die lange bekannte negative Regulatoren der ABA
Signaltransduktion sind. Wie gezeigt werden konnte, geschieht dies durch Bindung und

Komplexbildung mit ABA beziehungsweise dem synthetischen ABA Agonist Pyrabactin. Damit war,

8



Einleitung

nach zuvor gehender langer Suche, der ABA Rezeptor gefunden. Als Bezeichnungen wurde PYR/PYL
(fir Pyrabactin resistant bzw. PYR1-like) beziehungsweise RCAR (regulatory component of ABA
receptor) gewahlt (diese Arbeit verwendet im Weiteren Letztere Bezeichnung). Zwar binden RCARs
ABA auch allein, allerdings erhoht die Komplexbildung mit PP2Cs die Affinitat deutlich und erlaubt
eine Bindung im nano-molaren Konzentrationsbereich (Ma et al., 2009; Szostkiewicz et al., 2010;
Fuchs et al., 2014). Insofern handelt es sich um einen Rezeptorkomplex mit den PP2Cs als Co-
Rezeptoren. Insgesamt gibt es im Arabidopsis Genom 14 RCARs, die sich in 3 Untergruppen auf Basis
ihrer Sequenzhomologie einteilen lassen (Abb. 1.5a) und zur Superfamilie der Bet V1 /ike Proteine
gehoren. RCARs binden spezifisch S-ABA, und mit deutlich niedrigerer Affinitdit auch die
Stereoisomere R-ABA und RS-trans ABA (Ma et al., 2009). Durch Bindung des Liganden kommt es zu
einer Konformationsdnderung in zwei benachbarten /oops des RCAR Proteins (Melcher et al., 2009;
Miyazono et al., 2009). Dadurch wird ein geeigneter Bereich zur Interaktion und Bildung des ternéren
Komplexes mit PP2Cs geschaffen (Yin et al., 2009). PP2Cs tragen durch ein konserviertes Tryptophan
(Abb. 1.5b) direkt zur ABA Bindung bei und stabilisieren gleichzeitig den Komplex aus RCAR und ABA,
wodurch die Affinitat deutlich erhéht wird (Santiago et al., 2009).
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Abbildung 1.5 Die Familie der ABA Rezeptor Proteine
Phylogenetischer Stammbaum (a) der RCAR/PRY/PYL Protein Familie. Die Proteine kénnen in drei

Untergruppen eingeteilt werden (I in gelb, Il in grau und Il in rot). Struktur des terndaren Komplexes
aus RCAR12, ABA und der Protein Phosphatase ABI1 (b). Tryptophan 300 der Phosphatase ist
konserviert und tragt zur Bindung des Liganden bei (weilRe Pfeile). Oben rechts vergroRert ist der
Bereich der Phosphatase in unmittelbarer Nahe des Liganden mit Trp*®° gelb hervorgehoben. Unten
rechts abgebildet sind S-ABA und seine Stereoisomere R-ABA und RS-trans ABA, die kaum
physiologische Aktivitat aufweisen. Abbildung aus (Raghavendra et al., 2010).

Bei den ABA Co-Rezeptoren handelt es sich um Mg*/Mn** abhingige Proteinphosphatasen.
Insgesamt gibt es 80 PP2Cs im Arabidopsis Genom (Xue et al., 2008), allerdings ist nur der clade A mit

seinen neun Mitgliedern in der Abscisinsdure Signaltransduktion beteiligt (Fuchs et al., 2013). Zwei

9
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Mitglieder dieser Klasse ABI1 und ABI2 wurden in Mutagenese screens bereits vor einiger Zeit
identifiziert (Meyer et al., 1994; Leung et al., 1994; Rodriguez et al., 1998). Durch EMS Behandlung in
diesen Genen hervorgerufene Mutationen erzeugen einen pleiotrop insensitiven Phanotyp, weshalb
bereits damals angenommen wurde, dass sich die beiden Protein Phosphatasen in der
Signaltransduktion nahe der Signalperzeption befinden missen. PP2Cs sind cytosolisch und kern-
lokalisiert (Moes et al., 2008; Ma et al., 2009) und regulieren Proteinkinasen, lonenkanale und
Transkriptionsfaktoren (Ohta et al., 2003; Umezawa et al., 2009; Lynch et al., 2012; Brandt et al.,
2012; Rodrigues et al., 2013).

Aus 14 RCARs und 9 PP2Cs lassen sich theoretisch bis zu 126 unterschiedliche Rezeptorkomplexe
formen, von denen auch etliche experimentell nachgewiesen werden konnten (Fuchs, 2013). Die
unterschiedlichen Rezeptorkomplexe unterscheiden sich in ihrer Affinitdt und der Sensitivitat der
ABA Antwort (Antoni et al., 2012; Fuchs et al., 2014). Bedenkt man zusatzlich die unterschiedlichen
Expressionsmuster, ergibt sich daraus die Moglichkeit zur Feinjustierung der ABA Reaktion, in
Abhangigkeit von Entwicklungsstadien, Zelltypen und unterschiedlichen ABA Konzentrationen

(Szostkiewicz et al., 2010).
1.3.2. SnRK2 Kinasen — zentrale Regulatoren der ABA Antwort

Unter den verschiedenen Gruppen an Proteinen, die der Regulation durch PP2Cs unterliegen, kommt
einer Familie von Proteinkinasen, den SnRK2 (fiir sucrose non fermenting1 related protein kinase),
eine besondere Rolle zu. In Abwesenheit von ABA binden PP2Cs die SnRK Kinasen 2.2/2.3 und 2.6
und halten diese durch Dephosphorylierung in einem inaktiven Zustand (Umezawa et al., 2009; Vlad
et al., 2009). In Anwesenheit von ABA kommt es zur Komplexbildung zwischen PP2Cs und RCARs.
Vergleicht man dabei die vorhandenen Kristallstrukturen von PP2C/RCAR und PP2C/SnRK2
Komplexen, wird deutlich, dass RCARs und SnRK2s nicht nur mit den gleichen Bereichen der PP2Cs
interagieren, sondern dass auch die wesentlichen an der Interaktion beteiligten Aminosauren
konserviert sind (Abb. 1.6)(Hao et al., 2011; Xie et al., 2012). Insofern stellen RCARs wahrscheinlich
ein Pseudosubstrat fir die PP2Cs dar, das in Anwesenheit von ABA dort festgehalten wird (Soon et
al., 2012). In Folge dessen werden die SnRK2s aktiviert, dies geschieht durch Phosphorylierung an
zwei Serin-Resten im activation loop der Kinase, wahrscheinlich durch intramolekulare

Autophosphorylierung (Vlad et al., 2010; Ng et al., 2011).

SnRK2s bilden in Arabidopsis eine Familie aus 10 Mitgliedern und werden durch osmotischen Stress
aktiviert. Der knockout aller 10 Kinasen flhrt zu deutlich reduzierter Toleranz gegeniiber
osmotischem Stress und unterstreicht die besondere Bedeutung der SnRK2s in der
zugrundeliegenden Signaltransduktion (Fujii et al., 2011).

10
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Abbildung 1.6 Proteinkomplexe von PP2Cs mit SnRK2.6 und RCAR14
Uberlagerung der Oberflichenstrukturen der Proteinphosphatasen ABI2 (lila) und HAB1 (blau) in

Komplex mit SnRK2.6 (griin)(A) beziehungsweise RCAR14 (rot) (C). Fur die Interaktionen wesentliche
Aminosauren sind in der VergroRerung gezeigt (B+D). Dabei handelt es sich bei beiden PP2C
Interaktionspartnern um die gleichen Aminosaurereste (F, S und R). Abbildung aus (Fuchs et al.,
2013).

Die Reaktion auf osmotischen Stress teilt sich in einen ABA abhdngigen und einen ABA unabhéngigen
Reaktionsweg. Fir den ABA abhangigen Teil sind in erster Linie die drei Kinasen 2.2 (auch SnRK2D)
2.3 (SnRK2l1) und 2.6 (SnRK2E) verantwortlich. SnRK2.6 ist auch bekannt unter dem Namen OST1 (=
open stomata 1), der die unerlassliche Rolle der Kinase fir die korrekte Regulation der
Spaltéffnungen unter Wassermangel wiederspiegelt (Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002).
Knockout der beiden Kinasen SnRK2.2 und 2.3 flhrt zu ABA insensitivem Verhalten in
Wurzelwachstum und Keimung (Fujii et al., 2007). Dreifach knockout Pflanzen zeigen ein insensitives
Verhalten in allen drei physiologischen ABA Antworten, Keimung, Wurzelwachstum und Stomata-
Regulation und dariiber hinaus auch Phanotypen in der normalen pflanzlichen Entwicklung unter
Kontrollbedingungen (Fujii und Zhu, 2009). Die Analyse der Genexpressionsmuster der snrk2dei

Mutante betont die Bedeutung dieser Kinasen fiir die ABA abhdngige Genexpression. Eine groRe
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Anzahl ABA induzierter Gene ist im SnRK2.2/ 2.3/ 2.6 KO Hintergrund deutlich schwécher exprimiert
und es wird davon ausgegangen, dass diese drei Kinasen weitgehend redundante Funktion in der

Genregulation besitzen (Fujita et al., 2009; Nakashima et al., 2009).

Es ist daher kaum verwunderlich, dass sich unter den SnRK2 Zielproteinen, Transkriptionsfaktoren
befinden, worauf im nachsten Abschnitt noch naher eingegangen werden soll. Zudem finden sich
darunter auch lonenkandle, so reguliert OST1 die Spaltoffnungen durch Phosphorylierung des
Anionenkanals SLAC1 (Geiger et al., 2009; Lee et al., 2009) und des Kationenkanals KAT1 (Sato et al.,
2009). Zudem wird angenommen, dass OST1 an der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies
beteiligt ist, durch Phosphorylierung der NADPH abhadngigen Oxidasen AtrbohF und AtrbohD
(Sirichandra et al., 2009; Acharya et al., 2013).

1.3.3. Transkriptionsfaktoren in der ABA Signaltransduktion

Am Ende der ABA Signaltransduktion befinden sich im Nukleus Transkriptionsfaktoren, die durch
reversible Phosphorylierung reguliert werden kénnen. Anndahernd 10% der Protein codierenden Gene
in Arabidopsis werden durch ABA reguliert (Nemhauser et al., 2006), es ist daher nicht tUberraschend,
dass eine ganze Reihe unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren in der ABA  abhdngigen
Genregulation beteiligt sind. Tabelle 1 fasst die wichtigsten Klassen zusammen, fiihrt bekannte

Vertreter auf, und gibt die entsprechenden cis-regulatorischen DNA Elemente an.

TF-Klasse (Vertreter) cis-regulatorisches Element Referenz
bzIP (ABIS, ABFs) ABRE (ACGTGG/TC) 1-3
HD-ZIP (HB6) CAATTATTA/G 4

MYB (MYB2) MYBR (TAACTG) 5

bHLH (MYC2) G-box like MYCR (CACATG) 6

AP2 (ABI4, ERF7) CE1 (CACCG), GCC-Box (AGCCGCC) 7-8

B3 (ABI3) Sph-Element (CATGCA) 9-10
NAC (ANACO019, 055, 072) NACR (CATGTG) 11
WRKY (WRKY18, 40, 60) W-Box (TTGACC/T) 12

Tabelle 1 Klassen an der ABA Signaltransduktion beteiligter Transkriptionsfaktoren
Referenzen: (1)(Choi et al.,, 2000), (2)(Finkelstein et al., 2005), (3)(Yoshida et al., 2015),

(4)(Himmelbach et al., 2002), (5)(Urao et al., 1993), (6)(Abe et al., 1997), (7)(Song, 2005), (8)(Reeves
et al., 2011), (9)(Monke et al., 2004), (10)(Nakashima et al., 2006), (11)(Tran et al., 2004),
(12)(Rushton et al., 2012)
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1.3.3.1 bZip Transkriptionsfaktoren

Bei den wahrscheinlich wichtigsten Transkriptionsfaktoren fiir die ABA Signaltransduktion, handelt es
sich um eine Untergruppe der basic region/leucine zipper (bZip) Transkriptionsfaktoren. Sie bilden
eine Familie aus 75 Mitgliedern in Arabidopsis, die sich auf Basis von Sequenzdhnlichkeit in 10
Untergruppen einteilen lasst (Jakoby et al., 2002). In Gruppe A befinden sich etliche Mitglieder, fur
die eine wichtige Funktion in der ABA Signaltransduktion gezeigt wurde (Finkelstein und Lynch, 2000;
Uno et al., 2000). Die sogenannten ABA-responsive element binding proteins (AREB oder auch ABF)
binden an ABREs, ein in Promotoren von ABA induzierten Genen haufig vorkommendes cis-
regulatorisches DNA Motiv (Busk und Pages, 1998) und wirken als transkriptionelle Aktivatoren. Zur
Kontrolle der Genregulation wirken in der Regel mehrere Klassen von Transkriptionsfaktoren
zusammen. Fir die Induktion der ABA abhangigen Genexpression sind einzelne ABRE Motive nicht
ausreichend. Hierfiir sind entweder mehrere Kopien dieses Motivs, oder die Kombination mit
anderen zum Beispiel dem coupling element 1 (CE1) nétig (Shen et al., 1996; Narusaka et al., 2003).
Dieses wird vom AP2 Transkriptionsfaktor ABI4 gebunden und ermoglicht eine synergistische
Wirkung mit dem bZip TF ABI5 (Reeves et al., 2011). Auch der B3 TF ABI3, der an ein sogenanntes
SpH oder RY Element bindet, wirkt als Co-Aktivator mit dem bZip TF ABI5 zusammen (Nakamura et
al., 2001; Nakashima et al., 2006).

ABFs werden durch reversible Phosphorylierung von Proteinkinasen reguliert. In erster Linie sind
SnRK2 Kinasen hierfiir verantwortlich (Kobayashi et al., 2005; Fujii et al., 2009), deren besondere
Bedeutung fir die Regulation der ABFs deutlich wird, wenn man die weitgehend (berlappenden
Genexpressionsmuster nach ABA Behandlung entsprechender dreifach KO Mutanten vergleicht
(Fujita et al., 2009). Neben SnRK2s wurden allerdings auch Calcium abhéngige Proteinkinase (CPKs)
als Regulatoren von ABFs identifiziert (Choi et al., 2005; Zhu et al., 2007; Zhao et al., 2011a). Negative
Regulatoren der ABF Aktivitat sind PP2Cs, zum einen durch Inhibition der Gbergeordneten Kinasen,

zum anderen auch durch direkte Interaktion und Dephosphorylierung (Lynch et al., 2012).

ABA fiihrt zu einer Akkumulation von ABFs und es ist anzunehmen, dass der Phosphorylierungsstatus
der TFs neben der Transaktivierungsstarke auch Einfluss auf ihre Stabilitat in vivo hat (Sirichandra et
al., 2010). Diese wird reguliert durch die E3 Ubiquitin Protein Ligase keep on going (KEG) (Stone et al.,
2006), die zum Abbau der ABFs durch das 26S Proteasom fiihrt. Vermittelt wird dieser Abbau
wahrscheinlich durch eine kleine Gruppe, den ABI five binding proteins (AFP), Interaktoren von ABI5
und anderen ABFs (Lopez-Molina et al., 2003; Garcia et al., 2008). Davon unabhangig wird die ABI5
Stabilitdat durch die SUMO E3 Ligase SIZ1 reguliert, die allerding zu einer Stabilisierung und
Inaktivierung von ABI5 flihrt (Miura et al., 2009).
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1.3.3.2 HD-ZIP Transkriptionsfaktoren

Homeodomane Leucin Zipper (HD-Zip) sind eine weitere Gruppe Transkriptionsfaktoren, die in der
ABA Signaltransduktion beteiligt sind. Der Aufbau aus Homeodomaiane und direkt C-terminal
anschlieendem Leucin zipper, noétig fir Interaktion und Dimerisierung, findet sich in dieser Form nur
in hoheren Pflanzen (Schena und Davis, 1992). HD-Zip Proteine bilden eine Familie aus 47 Mitgliedern
unterteilt in vier Untergruppen und sind beteiligt an der Entwicklung von Pflanzenorganen, der
Meristem Regulation, sowie Licht- und Hormon Signaltransduktion (Ariel et al., 2007). Fir eine ganze
Reihe an Klasse | HD-Zip Proteinen wurde eine Funktion in der Reaktion auf abiotischen Stress und in
der ABA Signaltransduktion postuliert (Henriksson et al., 2005). Basierend auf der Analyse der ABA
abhédngigen Phanotypen transgener Linien und von Genexpressionsdaten sind das die TFs HB5, 6, 7
und 12 (Soderman et al., 1999; Johannesson et al., 2003; Olsson et al., 2004). Klasse | HD-Zip Proteine
binden an eine kurze pseudopalindromische DNA Sequenz (CAATTATTA/G)(Sessa et al., 1993). Davon
abgesehen ist die genaue Stellung von HD-Zip Proteinen in der ABA Signaltransduktion weitgehend
unbekannt. Eventuell daran beteiligt sind PP2Cs. Ein Mitglied dieser Klasse, ABI1, interagiert mit dem
HD-Zip Protein HB6 in Abhangigkeit seiner Phosphataseaktivitat (Himmelbach et al., 2002). Eine in
vivo Regulation konnte allerdings nicht gezeigt werden. Die Stabilitdt der HD-Zip Proteine wird
wahrscheinlich ahnlich, die der bZip Transkriptionsfaktoren, Gber das 26S Proteasom reguliert. So
wird der Abbau von HB6 von MATH-BTB Proteinen vermittelt unter Beteiligung von CUL3-based

Ubiquitin Ligasen (Lechner et al., 2011).
1.4. Die Integration von Ca**Signalen in die ABA Signaltransduktion

Wie bereits zuvor erwdhnt sind eine Reihe sekundarer Botenstoffe in der ABA Signaltransduktion
involviert, unter anderem das zweiwertige Kation Ca**. Da Ca*" mit Phosphaten (wie zum Beispiel
ATP) fast komplett Wasser unldsliche Komplexe bildet, sind héhere Konzentrationen dieses lons fiir
die Zelle toxisch. Deswegen unterliegt die intrazelluldre Ca®* Konzentration einer stindigen engen
Kontrolle. Eine ganze Reihe an Transport Proteinen sorgt fir die Beférderung von Ca®* aus dem
Cytoplasma und die Erhaltung von Konzentrationsgradienten zwischen Cytoplasma und anderen
Zellorganellen beziehungsweise dem Apoplasten (Sze et al., 2000; Shigaki et al., 2006). So liegen
cytoplasmatische Ca®" Konzentrationen im Ruhezustand zwischen 30-90 nM, im endoplasmatischen
Retikulum (3 uM) und der Vakuole (5 uM) aber etwa um den Faktor 100-200 héher (Clarkson et al.,
1988; Bush et al., 1989). Unter gewissen Umstdnden kommt es, aus internen oder externen Quellen,
zu einem Einstrom von Ca®" lonen ins Cytoplasma und einer voriibergehenden Erhéhung der Ca®*
Konzentrationen. So ist Ca’* als sekundidrer Botenstoffe in etlichen physiologischen Prozessen

beteiligt, wie dem Wachstum von Pollenschlauchen und Wurzelhaaren, der Wurzelhaar Symbiose mit
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Mikroorganismen, der Kontrolle der Stomataapertur, sowie mechanischen Stimuli und abiotischen
Stress Reaktionen (Kudla et al., 2010). Eine ganze Reihe an unterschiedlichen Methoden erlaubt die
Visualisierung und Messung von zelluliren und organspezifischen Ca®* Konzentrationen. Dazu
gehoren fluoreszierende Farbstoffe, wie etwa Fura-2 (Grynkiewicz et al.,, 1985), die Luciferase
Aequorin (Knight et al., 1991), FRET basierte Ca’* Sensoren wie Cameleon (Miyawaki et al., 1997;
Krebs et al., 2012) und GFP basierte Sensoren wie GECOs (Zhao et al., 2011b). Insbesondere die
letzten beiden Methoden erlauben eine Visualisierung von Amplitude, Frequenz und Dauer von
Schwankungen der Ca** Konzentrationen auf zellulirer Ebene. Es wird vermutet, dass in den
charakteristischen Schwankungen auf einen bestimmten Impuls, bezeichnet als Calcium Signatur,
Informationen codiert vorliegen (Webb et al., 1996). Um diese Informationen in konkrete zelluladre
Antworten zu Uibersetzen, besitzen Pflanzen eine ganze Reihe an Ca’* bindenden Proteinen. Darunter
befinden sich Calmodulin und Calmodulin-like Proteine und eine Reihe an Proteinkinase Familien
(Harper et al., 2004; Batistic und Kudla, 2012). Insbesondere zwei dieser Familien CBL-interacting
protein kinases (CIPKs) (Pandey et al.,, 2004; D'Angelo et al., 2006) und Calcium abhéangige
Proteinkinasen (CPKs) sind in der abiotischen Stressantwort und der Reaktion auf ABA beteiligt, und

erlauben eine Integration von Ca** Signalen in die ABA Signaltransduktion.
1.4.1. Calcium abhangige Proteinkinasen

Calcium abhangige Proteinkinasen (CPK oder CDPK) bilden in Arabidopsis thaliana eine Familie aus 34
Mitgliedern, die sich basierend auf Sequenzinformationen in vier Untergruppen einteilen ldsst
(Abb.1.7 A). CPKs sind wahrscheinlich durch Genfusion einer Serin/Threonin Kinase mit einem
downstream befindlichen EF Hand Protein entstanden (Zhang und Choi, 2001) und finden sich in
dieser Form nur bei héheren Pflanzen, griinen Algen und einigen Einzellern (Billker et al., 2009). Sie
vereinen damit einen Ca** Sensor und den Signaltbertrager (Kinasedoméne) in einem Protein. Ca**
Bindung flhrt zu einer Konformationsdanderung und beeinflusst direkt die Aktivitdt der CPKs (man
spricht von einem Sensor responder), wihrend andere Ca** Sensoren, wie zum Beispiel CBLs (Sensor
relay) mit anderen Proteinen interagieren und deren Aktivitat beeinflussen (Sanders et al., 2002). In
Abbildung 1.7 B ist der Aufbau einer CPK mit ihren Domanen schematisch gezeigt. CPKs sind als
Serin/Threonin Kinasen bezeichnet, fiir einzelne CPKs wurde allerdings auch Tyrosin Kinase Aktivitat
gezeigt, in wieweit diese Fahigkeit von der gesamten Proteinfamilie geteilt wird, ist bisher unbekannt
(Oh et al., 2012). Die Kinase Domane ist hochkonserviert, im Gegensatz zum N-terminus der zwischen
den einzelnen Mitgliedern der Proteinfamilie sehr variabel ist. Es wird angenommen, dass der N-
Terminus die Substratspezifitdt der einzelnen CPKs bestimmt und fiir Protein-Protein Interaktionen
wichtig ist, diese Hypothese wird durch domain-swap Experimente zwischen verschiedenen CPKs
unterstitzt (Ito et al., 2010).
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Abbildung 1.7 Ubersicht Calcium abhingiger Proteinkinasen in Arabidopsis
Phylogenetischer Stammbaum der Arabidopsis CPKs (A). Die 34 Mitglieder lassen sich basierend auf

ihrer Sequenz in vier Untergruppen einteilen. Der Abstand der Verbindungslinien spiegelt den
Unterschied in der Nukleotidsequenz wieder, der Wert 0,1 entspricht dabei 10% Unterschied.
Abbildung aus (Cheng et al., 2002). Schematischer Aufbau einer CPK mit ihren Domanen (B). CPKs
besitzen einen variablen N-Terminus, wichtig flir Protein-Protein Interaktionen und
Substraterkennung, gefolgt von einer Serin/ Threonin Proteinkinasedomane. Firr einzelne CPKs
wurden auch Tyrosinkinase Aktivitdt gezeigt. Negativ reguliert wird die Kinasedomane durch eine
anschlieBRende junction Domane, die als Pseudosubstrat fungiert. Daran schlieft die
Calmodulindomine an, die mit ihren vier EF Hinden Ca?* binden kann und anschlieRend eine
Konformationsanderung durchlduft, wodurch die Kinase von der Inhibition durch die junction befreit
wird.
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Ein gemeinsames Merkmal vieler CPKs ist die N-terminale Modifikation durch Acylierung (Boudsocq
und Sheen, 2012), entweder Myristoylierung und/ oder Palmitoylierung (Martin und Busconi, 2000;

Stael et al., 2011), wodurch eine reversible Verankerung an der Plasmamembran ermoglicht wird.

A ( Ca*

a A CaZ+
O Calmodulin-Doméne . 0\

aktives Zentrum

aktives Zentrum

Abbildung 1.8 Ca®* abhingige Konformationsianderung und Aktivierung von CPKs
3D-Modell von CPK1 aus Toxoplasma gondii ohne Ca** (links) und in Komplex mit Ca** (rechts)(A).

Unter Ca** Bindung kommt es zu einer Konformationsinderung der Kinase, bei der sich die
regulatorische Calmodulindomane auf die andere Seite der Kinasedomane faltet und somit das aktive
Zentrum des Proteins frei gibt. Gebunde Ca®* lonen sind als graue Kugeln dargestellt. Die Abbildung
beruht auf der Kristallstruktur von (Wernimont et al., 2011). Darunter abgebildet ist der postulierte
Mechanismus (B). Durch Ca** Bindung an den N- und C- terminalen loop (orange) der Calmodulin
Domédne kommt es zu einem Bruch zweier alpha-Helices (blau und griin). Dadurch faltet sich die
Calmodulin Doméne auf die andere Seite des Proteins und das aktive Zentrum der Kinasedomane
(rot) wird fiir Substrate zuganglich. Abbildung modifiziert nach (Wernimont et al., 2011).

C-terminal an die Kinase schlieRt eine junction Domane an, die im inaktiven Status wohl als
Pseudosubstrat agiert (Harper et al., 2004). Dahinter befindet sich die Calmodulindomane, die vier EF
Hand Strukturen besitzt und damit eine Bindung von Ca®* und Wahrnehmung intrazelluldrer
Konzentrationen ermoglicht. Die EF Hande bilden zwei funktionelle Untereinheiten den sogenannten
N- und C- loop. Die Affinitat des C-loops fiir Ca** ist hoher und es wird angenommen, dass bereits
unter normalen zelluldren Bedingungen die beiden EF Hinde des C-loops mit Ca>* koordiniert sind

(Christodoulou et al., 2004; Harper und Harmon, 2005). Kommt es durch einen Anstieg der
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intrazelluldren Ca?* Konzentrationen zu einer Bindung an den N-loop durchlduft das Protein eine
Konformationsdanderung. Dabei faltet sich die Calmodulindomane auf die andere Seite der Kinase, in
Folge dessen wird das aktive Zentrum der Kinase von der Inhibition durch die junction Domane
befreit und frei zuganglich. Dieser Mechanismus wird unterstlitzt durch die Auflosung der
Kristallstrukturen von CPK1 aus Toxoplasma gondii, mit und ohne Ca** (Abb. 1.8 A), und ist als
Schema in Abbildung 1.8 B gezeigt (Wernimont et al., 2011). Erwdhnenswert ist dariber hinaus, dass
auch Abweichungen von den kanonischen EF Hand Sequenzen toleriert werden und eine korrekte
Konformationsdanderung erlauben. Allerdings zeigen verschiedene CPKs unterschiedliche Affinitdaten
und Calciumabhangigkeiten in ihrer Enzymaktivitat. Dabei findet man Kinasen mit niedriger basaler
Aktivitat und sehr starker Calcium Aktivierung. Kinasen mit zumeist hoherer basaler Aktivitat und
schwacher Calciumabhangigkeit und eine letzte Gruppe, die fast komplett Calcium unabhangig zu

sein scheint (Boudsocq et al., 2012).

CPKs sind involviert in einer Vielzahl unterschiedlicher Prozesse von biotischen und abiotischen
Stressantworten bis hin zu Entwicklungs- und Wachstumsprozessen (Schulz et al., 2013). Man kénnte
meinen das einzelne CPKs nur in ganz bestimmten Signalwegen beteiligt sind. Es ergibt sich aber
zunehmend ein gegenteiliges Bild, fir einzelne CPKs wurden Funktionen in gleich mehreren
Signalwegen gezeigt. So wurde CPK11 urspriinglich der abiotischen Stressantwort zugeordnet,
nachdem gezeigt werden konnte, dass die Kinase den bZip TF ABF4 phosphoryliert (Zhu et al., 2007).
Dariiber hinaus wurde CPK11l mittlerweile allerdings auch mit der flg22 ausgeldsten natirlichen
Resistenz in Verbindung gebracht (Boudsocq et al., 2010) und ist ebenfalls wichtig fir Wachstum und
Uberlebensfihigkeit von Pollenschlauchen (Zhao et al., 2013). Ein anderes Beispiel ist CPK6, die zum
einen in der ABA Signaltransduktion beteiligt ist, durch Phosphorylierung des Anionenkanals SLAC1
(Mori et al., 2006). Zum anderen wird die Kinase durch flg22 in vivo aktiviert und fihrt zu Induktion
der Genexpression vergleichbar zu Veranderungen im Rahmen der natirlichen pflanzlichen Resistenz
(Boudsocq et al., 2010). Einzelne CPKs kdnnen also gleichzeitig in mehreren Signalwegen beteiligt
sein, zusatzlich verkompliziert wird das Bild durch funktionelle Redundanz und synergistisches
Zusammenwirken mehrere CPKs in ein und demselben Signalweg. So sind fir das Wachstum der
Pollenschlduche neben CPK11 auch CPK17, CPK24 und CPK34 wichtig (Myers et al., 2009; Zhao et al.,
2013). Als Regulatoren von bZip TF in der ABA Signaltransduktion sind neben CPK11 auch CPK4 und
CPK32 beschrieben (Choi et al., 2005; Zhu et al., 2007) und in der Signaltransduktion nach
Pathogenbefall sind nach heutigem Wissensstand gleich sechs CPKs (1, 2, 4, 5, 6, 11) involviert (Gao
et al., 2013). Zu Bedenken gibt es, dass sich die einzelnen CPKs nicht nur in ihrer Calcium
Abhangigkeit, sondern auch ihrer zelluldren Lokalisation unterscheiden (Lu und Hrabak, 2002;

Dammann et al., 2003), so dass, die durch einen spezifischen Stimulus erzeugte Ca®*" Signatur
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womoglich nur manche CPKs aktiviert, wahrend andere inaktiv bleiben oder nachgeschaltet sein

kéonnten.

Fiir die abiotische Stressantwort und die ABA Signaltransduktion sind fiir eine Reihe an CPKs
Funktionen beschrieben worden. Neben den bereits erwdahnten Regulatoren von bZip TFs wurde
CPK12 als negativer Regulator der ABA Signaltransduktion beschrieben, vermutlich durch
Phosphorylierung der PP2C ABI2 (Zhao et al., 2011a). Dartiber hinaus konnte CPK10 ein positiver
Regulator der ABA Signaltransduktion sein. CPK10 induziert neben CPK30 einen ABA regulierten
Promotor in Mais Protoplasten (Sheen, 1996) und CPK10 KO Pflanzen zeigen erhohten Wasserverlust
und reduzierte Resistenz gegen Trockenstress (Zou et al., 2010). Zwei weitere CPKs, die nahe
miteinander verwandten Proteine CPK21 und CPK23, sind beteiligt in der Regulation der Stomata in
Reaktion auf ABA. Sie phosphorylieren und aktiveren den Anionenkanal SLAH3 (Geiger et al., 2011)
und zusammen mit CPK3, CPK6 und der SnRK2 Kinase OST1 auch den Anionenkanal SLAC1 (Mori et
al., 2006; Geiger et al., 2009; Geiger et al., 2010; Brandt et al., 2012). Dabei unterschieden sich
allerdings die Phosphorylierungsstellen im SLAC1 Protein zwischen CPK23 und OST1. Auch zeigen
CPK23 oder CPK21 KO Mutanten kein insensitives Verhalten im Stomataschluss im Gegensatz zur
ostl Mutante (Mustilli et al., 2002). Beide Kinasen interagieren wie OST1 mit PP2Cs und werden

womaoglich in vergleichbarer Art durch sie inhibiert (Geiger et al., 2010).
1.4.2. Die ABA insensitive Mutante gca2

Neben der beschriebenen Funktion in der Regulation von Anionenkanalen besitzt CPK23 (At4G04740)
wahrscheinlich eine deutlich weiterreichende Funktion in ABA Signaltransduktion. Entscheidende
Befunde dafiir liefert eine EMS Mutante im landsberg erecta Hintergrund, die eine Punktmutation in
der 5’UTR des CPK23 Gens tragt, durch die es wahrscheinlich zu einer Uberexpression des CPK23
Proteins kommt (Korte, 2009). Diese Mutante, genannt gca2 (growth control by ABA), zeigt ein
pleiotrop insensitives Verhalten gegeniliber ABA. Dabei ist eine Vielzahl unterschiedlicher Reaktionen
betroffen, angefangen bei Keimung und Wurzelwachstum (Korte, 2009). Darilber hinaus verhalt sich
die Mutante in der Kontrolle der Stomata nicht nur insensitiv gegeniiber ABA, sondern auch
gegenliber H,0, (Pei et al., 2000). Auch gegeniiber hohen CO, Konzentrationen, die zum
Stomataschluss fihren, verhilt sich die Mutante insensitiv (Young et al., 2006). Erwdhnenswert ist
auBRerdem eine Verdnderung der Calcium Signatur, die in SchlieRzellen durch ABA ausgel6st wird
(Allen et al., 2001). Neben diesen Defekten in der Stomataregulation, zeigt gca2 auch Stérungen in
der vegetativen Entwicklung der Pflanze. So ist das Wachstum im Vergleich zum Wildtyp deutlich
reduziert und die Rosettenblatter neigen zur verfriihten Seneszenz (Korte, 2009). In der Summe ist

der Phanotyp der Mutante derart gravierend, dass spekuliert werden kann, dass CPK23 nicht nur in
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der Regulation von lonenkanalen beteiligt ist, sondern auch Einfluss auf die Genexpression nimmt.
CPK23 sollte in der ABA Signaltransduktion eine Position nahe der Signalperzeption einnehmen, da

alle typischen ABA Reaktionen betroffen sind.
1.5. Zielsetzung der Arbeit

Abscisinsdaure ist von zentraler Bedeutung fiir die Adaption der Pflanze an abiotische
Stressbedingungen wie Kalte, Salz und Trockenheit. In der zu Grunde liegenden Signaltransduktion
nehmen Calcium abhdngige Proteinkinasen eine wichtige Funktion ein und erlauben potenziell die
Ubersetzungen von Schwankungen der intrazelluliren Ca®* Konzentration, eines wichtigen
sekundaren Botenstoffs, in konkrete adaptive Reaktionen. So sind die beiden Proteinkinasen CPK21
und CPK23 beteiligt an der Regulation der Spaltéffnungen unter Trockenstress. Die genaue Funktion
von CPK23 in der ABA Signaltransduktion ist bisher jedoch nur teilweise verstanden. Der pleiotrope
Phanotyp der Mutante gca2 legt allerdings eine weitreichende Funktion von CPK23 in der ABA

Signaltransduktion und eine Beteiligung in der Regulation der Genexpression nahe.

Ziel dieser Arbeit ist ein besseres Verstdndnis der Funktion von CPK23 in der Abscisinsdure
Signaltransduktion. So soll durch die Expression in Arabidopsis Protoplasten der Einfluss von CPK23
auf die ABA abhadngige Genexpression ndher untersucht werden und CPK23 in Relation zu den
zentralen Komponenten der Signalkaskade gesetzt werden. Darliber hinaus zeigt sich ein hohes MaR
an natirlicher Variabilitit am CPK23 Locus in verschiedenen Arabidopsis Okotypen. Diese
Sequenzvariabilitdt soll untersucht und der Frage nachgegangen werden, ob damit ein funktioneller

Unterschieden einhergeht.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Reagenzien

Die in dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, von den

Firmen Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Seelze) und AppliChem (Darmstadt) bezogen.

2.2. Gerate

Gerat Modell Hersteller
Feinwaage Handy Sartorius analytic
Gelelektrophorese-Netzteil EPS 200/301/EV231 Pharmacia Biotech
Homogenisator Tissue Lyserll Qiagen
Inkubatoren WTB Brutschrank Binder
Thermoshake Gerhardt

Kippschttler

RotoShake Genie

Scientific Industries

Luminometer Flash’n Glow Berthold
Magnetrihrer Stuart-VWR Bibby
Mikroplattenleser Synergy 2 Biotek
Mikroskope Stemi SV11 Zeiss
HBO 50 Axioskop Zeiss
Mikrowelle MC-9287UR LG
NanoDrop-Photometer NanoPhotometer 7122 V1.4 Implen
PCR-Cycler T-Gradient Biometra
C1000 Thermal Cycler Biorad
pH-Meter pH 526 WTW
Photometer Ultrospec 2000 UV/Visible Pharmacia Biotech
Spectrometer
Sterilbank Laminar Flow Workstation Microflow
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Thermomixer Thermomixer 5436 Eppendorf
UV-Gerat Reprostar 3 Camag
Vakuumpumpe Membran-VP Vacuubrand
Vortexer MS1 IKA
Waage BP 3100S Sartorius
Zentrifugen Avanti J-25 Beckmann Coulter
Typ 5242 Eppendorf
Typ 5415R Eppendorf
Universal 16 Hettich
Rotina 420R Hettich

2.3. Software

Fir in silico Analysen wurden in dieser Arbeit folgende Software und online verflighare Programme

verwendet:

e TAIR - http://www.arabidopsis.org/index.jsp

(Ermittlung von DNA Sequenzen)

e Gentle, Vector NTI (Invitrogen)

(Alignments, Ubersetzung DNA in Aminosiuresequenzen, Primerdesign)

e 1001 Genomes Browser - http://signal.salk.edu/atg1001/3.0/gebrowser.php

(Sequenzanalyse unterschiedlicher Arabidopsis Okotypen)

e Primer3Plus - http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/

(Primerdesign)

e Swiss Model - http://swissmodel.expasy.org/

(Proteinstruktur Voraussage)

e GraphPad Prism 6

(Statistische Tests und Auswertungen)

e BLAST - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

(Homologievergleich)
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2.4. Bakterien- und Hefestamme

In dieser Arbeit wurden die folgenden Bakterienstamme verwendet:

Escherichia coli

Stamm Genotyp Resistenz Quelle
F- ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl Invitrogen
DH5a keine
hsdR17(rk-,mk+) phoA (Karlsruhe)
XL1- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F
Tetracyclin | Stratagene
blue proAB laclgZAM15 Tn10 (Tetr)]

Agrobacterium tumefaciens

Stamm Genotyp Resistenz Quelle
Rifampicin
C58 pGV3101 | Ti-plasmid pMP90 Csaba Koncz (MPI Cologne)
Gentamycin

E. coli und A. tumefaciens wurden in LB-Medium bei 37°C bzw. 30°C bei 200 rpm angezogen. Zur

Selektion wurden passende Antibiotika in den folgenden Konzentrationen hinzugegeben:

Antibiotika Endkonzentration [pug/ml] Stock Lésung [mg/ml]
Ampicillin 200 50in H,0
Kanamycin 25-50 50in H,0
Rifampicin 100 50 in DMSO
Spectionomycin 100 50in H,0
LB-Medium: 0,5% Hefeextrakt
1% Trypton
1% NacCl

1,6% Agar (fir Festmedium)
pH 7.0 eingestellt (NaOH)
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Folgende Hefe-Stamme wurden in dieser Arbeit verwendet:

Stamm Genotyp Quelle
BMAG64- (Baudin-Baillieu
MATa; ura3-1; trplA 2; leu2-3,112; his3-11,15; ade2-1; can1-100
1A et al., 1997)
MATa, trpl1-109, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A4,
(James et al,,
AH109 LYS2::GAL1UAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE?2,

URA::MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ

1996)

Hefen wurden bei 30°C bei 200 rpm in YPD (Vollmedium) oder verschiedenen Selektivmedien

kultiviert.
YPD-Medium: 1% Hefeextrakt

2% Pepton

1,6% Agar (fur Festmedium)

2% Glucose (nach Autoklavieren steril zugegeben)
SD-Medium: 100 ml 10x Makrosalze

1 ml 1000x Mikrosalze

1,6% Agar (fir Festmedium)
Nach Autoklavieren steril zugegeben: 2% Glucose

100 ml 10x Dropout Mix

10x Makrosalze: 10 g/ KH,PO,
10,24 g/| MgS0, x 7 H,0
1g/I NaCl
1 g/l CaCl,
50 g/1 (NH,4),S0,4

1000x Mikrosalze: 2 mg/| Biotin
400 mg/| Ca-Pantothensaure
20 mg/| Folsdure
2 g/l myo-Inositol
400 mg/I Nicotinsaure
200 mg/l p-Aminobenzoesiure
400 mg/| Pyridoxin-HCI
200 mg/I Riboflavin
400 mg/| Thiamin-HCI
500 mg/| Borsaure
40 mg/l Cu,S0,
100 mg/I KI
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200 mg/| FeCls

400 mg/l MnSQO,

200 mg/l Na-Molybdat
400 mg/l ZnSO,

10x Dropout-Mix: 200 mg/I L-Adenin-Hemisulfat
200 mg/| L-Arginin-HCl
300 mg/| L-Isoleucin
300 mg/| L-Lysin-HCI
200 mg/| L-Methionin
500 mg/| L-Phenylalanin
200 mg/| L-Threonin
200 mg/I L-Tyrosin
200 mg/I L-Uracil
1500 mg/I L-Valin
200 mg/| L-Histidin-HCl x H,0
1000 mg/I L-Leucin
200 mg/| L-Tryptophan

2.5. Arbeiten mit DNA

2.5.1. Plasmid Praparation aus E. coli

Plasmid DNA fir die Protoplasten Transfektion wurde mit Hilfe der Jetstar Midi- und Maxi Plasmid
DNA Kits der Firma Genomed (Lohne) isoliert. Fiir die Isolation von kleineren Mengen hochsauberer
Plasmid DNA fiir Sequenzierungsreaktionen wurde das NucleoSpin Plasmid Kit der Firma Macherey-
Nagel (Dlren) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte dabei nach Herstellerangaben. DNA
Konzentrationsbestimmungen erfolgten photometrisch durch Messung der Absorption bei 280 nm

und 260 nm an einem Nanophotometer (Serva).

Fir alle anderen Anwendungen wurde Plasmid DNA nach dem Prinzip der alkalische Lyse isoliert.
Hierfir wurden E. coli Zellen iber Nacht bei 37°C in 5 ml LB Medium angezogen. Am nachsten Tag
wurden 2-4 ml Kultur fiir 2 min bei 13.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 100 pl Lsg.1
resuspendiert, 200 pl Lsg.2 hinzugegeben und mehrmals invertiert. Nach Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 5 min wurden 150 pl Lsg. 3 zugegeben und der Ansatz mehrmals invertiert.
AnschlieBend wurde fiir 10 min bei 13.000 g zentrifugiert. Zum Uberstand wurde 900 ul 96% EtOH
gegeben um die Plasmid DNA zu fallen. Durch mehrmaliges Invertieren wurde der Ansatz gemischt
und anschlieBend fiir 20 min bei 13.000 g zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
abgenommen und das DNA Pellet in 500 pl 70% EtOH gewaschen. Dafiir wurde 2 min bei 13.000 g
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zentrifugiert und der Uberstand mit einer ausgezogenen Pasteurpipette abgenommen. Das Pellet

wurde anschlieRend bei Raumtemperatur getrocknet und danach in 30-50 pl MQ aufgenommen.

Losung 1: 50 mM Tris/HCI pH 8,0
10 mM EDTA
100 pg/ml RNAse

Losung 2: 0,2 M NaOH
1% SDS
Losung 3: 3,1 M Kaliumacetat pH 5,5

pH mit Essigsaure eingestellt

2.5.2. Genomische DNA Praparation aus Pflanze

Die Isolierung genomischer DNA aus pflanzlichem Gewebe erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll von Murray (Murray und Thompson, 1980). Etwa 50 mg tiefgefrorenes Pflanzenmaterial
wurden mit Hilfe von Keramikkigelchen im Tissue Lyser Il (Qiagen) aufgeschlossen. AnschlieRend
wurden 550 pl 2x CTAB Puffer zum Blattmaterial geben und in ein neues Reaktionsgefal lberfiihrt.
Durch Zugabe von 500 ul Chloroform wurden Proteine gefdllt. Nach griindlichem homogenisieren
wurden die Proben flir 5 min bei 13.000 g zentrifugiert. Danach wurde die obere wassrige Phase
vorsichtig abgenommen und die DNA durch Zugabe von 1 ml 96% EtOH gefallt. Hierfiir wurden die
Ansatze 15 min bei 4°C bei 13.000 g zentrifugiert. Das erhaltene DNA Pellet wurde zweimal in 80%
EtOH gewaschen und danach 5 min bei 37°C getrocknet. Die trockenen Pellets wurden abschlieRend

in 100 ul TE/RNAse aufgenommen.

CTAB-Puffer: 2% CTAB
1,4 M NaCl
100 mM Tris/HCl pH 8,0
20 mM EDTA
0,2% B-Mercaptoethanol (frisch zugegeben)

TE/RNAse: 10 mM Tris/HCI pH 8,0

1 mM EDTA
10 mg/ul RNAse
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2.5.3. Restriktionsverdau, Dephosphorylierung und Ligation von DNA Fragmenten

2.5.3.1 Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsspaltung mittels Endonukleasen erfolgte mit dem vom Hersteller (Thermo Scientific)
empfohlenen Puffersystem und unter entsprechenden Reaktionsbedingungen. Die Menge an Enzym
(maximal 10% (v/v) des Reaktionsansatzes) und die Inkubationsdauer richteten sich nach der
eingesetzten DNA-Menge. Die eingesetzte Menge Enzym (in Units) berechnet sich dabei nach

folgender Formel:

bp Referenz DNA  Schnittstellen Ansatz DNA
= X
bp Ansatz DNA  Schnittstellen Referenz DNA

Die Inkubation erfolgte im Reaktionsgemisch mit den geeigneten Reaktionspuffern fiir ein bis zwei
Stunden bei 37°C beziehungsweise bei reduzierter Enzymmenge (siehe Herstellerangaben) tber
Nacht. Die Vollstandigkeit des Verdaus wurde mit einem Aliquot durch Agarose Gelelektrophorese
Uberprift. Bei einem prdparativen Verdau wurde der gesamte Ansatz im Agarosegel

elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA anschlieRend aufgereinigt.
2.5.3.2 Dephosphorylierung von DNA

Um nach Restriktionen von Vektoren eine Religation zu vermeiden, wurde der 5°-Phosphorylrest
durch Zugabe alkalischer Phosphatase (Shrimp Alkaline Phosphatase) abgespalten. Dafiir wurde pro
pg DNA eine Einheit Phosphatase eigesetzt. Das Enzym wurde nach Restriktionsverdau zum
Reaktionsansatz pipettiert und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Zur Inaktivierung des Enzyms wurde

der Reaktionsansatz fiir weitere 10 min bei 65 °C inkubiert.
2.5.3.3 Ligation mit T4-DNA-Ligase

Ligation von Vektor und Insert DNA Fragmenten erfolgte mit Hilfe von T4 DNA Ligase (Thermo
Scientific) nach Herstellangaben. In der Regel wurde ein molares Verhaltnis von 1:3 (Vektor / Insert)

verwendet. Die Ligation erfolgte bei Raumtemperatur fiir eine Stunde oder bei 4°C iber Nacht.
2.5.4. Agarose Gelelektrophorese

Die horizontale Flachbett Agarose Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA-Fragmenten.
Je nach GroRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurden 1%ige bis 2%ige Gele gewahlt. Die
Agarose wurde in 1xTAE-Puffer suspendiert und unter Aufkochen geldst. Nach Abkihlen auf ca. 30-
40 °C wurde Ethidiumbromid (0,05 pl/ml Gel einer 10 mg/ml Stammldsung) hinzugegeben und die

Losung in eine Gelform gegossen. Das erstarrte Gel wurde in eine Elektrophoreseapparatur mit
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1XTAE-Puffer Gberfihrt und mit den Proben, welche zuvor im Verhaltnis 1:10 mit DNA-Probenpuffer
versetzt wurden, beladen. Zusatzlich wurde ein DNA-GroRenstandard aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 200V. DNA-Banden wurden durch Anregung der

Fluoreszenz der Ethidiumbromid-DNA-Komplexe im UV-Licht nachgewiesen und fotografiert.

50x TAE-Puffer: 242 g/| Tris Base
57,1 ml 98% Essigsaure
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0

10x Lade-Puffer: 60% Glycerin
100 mM EDTA pH 8,0
0,25% Farbindikator (Bromphenolblau, Xylen Cyanol und/ oder Orange G)

2.5.5. Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Aufreinigung von distinkten DNA Fragmenten aus Reaktionsgemischen wurden diese Gel-
elektrophoretisch getrennt und die entsprechenden DNA Banden unter UV Licht ausgeschnitten.
AnschlieBend erfolgte die Aufreinigung der DNA aus dem Agrosegel mit dem Invisorb Spin DNA
Extraction Kit (Stratec molecular) nach Herstellerangaben. Eine Aliquot des Eluats wurde zur

Kontrolle der Reinigung auf ein Agarose-Gel aufgetragen.
2.5.6. Polymerase Kettenreaktion

Mittels Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction - PCR) kdnnen Nukleinsdurebereiche
selektive vervielfiltig werden. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase, ausgehend von einem
Startmolekiil, einem DNA Oligonukleotid Primer, einen neuen DNA-Doppelstrang an einer

einzelstrangigen Nukleinsdurematrize.

Ein Standard-Reaktionsansatz enthielt:

1ul DNA Template

Sul 10x PCR-Puffer

4ul 2,5mM dNTP-Mix

1,25 pul Forward Primer (10 uM)
1,25 pl Reverse Primer (10 uM)
ad 50 ul dest. H,0

Fir Klonierungen wurde Phusion Polymerase (Thermo Scientific) verwendet, diese besitzt eine proof-
reading Funktion. Fir alle anderen Anwendungen wurde GoTaq Polymerase (Promega) verwendet.

Die verwendeten PCR Programme wurden nach Herstellerangaben entworfen. Die Liange der
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einzelnen PCR-Programmschritte sowie die genaue Temperatur richteten sich nach der verwendeten

Polymerase. Ein Standard PCR-Programm sah wie folgt aus:

1) Denaturierung
95-98°C 30-120 sec

2) PCR-Amplifikation: 30-35 Zyklen
95-98°C°C 10-30 sec (Denaturierung)

55-72°C 15-30 sec (Annealing)

72°C 15-60 sec/kbp (Elongation)
3) Endsynthese

72°C  5min

22°C  unendlich

Die bendétigte Annealing-Temperatur der Primer wurde mit Vector NTI (Invitrogen) berechnet. Die
verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried), Sigma-Aldrich (Seelze) und MWG

Eurofins (Ebersberg) synthetisiert.
2.5.6.1 Kolonie PCR

Fiir die schnelle Uberpriifung von E. coli, Agrobakterien oder Hefe Klonen wurde eine Kolonie-PCR
durchgefiihrt. Daflir wurden 5 pl MQ in PCR ReaktionsgefaRe vorgelegt, eine Einzelkolonie mit einem
sterilen Zahnstocher gepickt, auf eine Replikaplatte ausgestrichen und die restlichen am Zahnstocher
verbliebenen Zellen in den 5 pl resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieRend im PCR Cycler fiir 2
min bei 95°C denaturiert. AnschlieRend wurde der PCR Reaktionsansatz zugegeben und ein Standard

PCR Programm ausgewahlt.
2.5.6.2 Ziel gerichtete Mutagenese

Um einzelne Aminosauren in Proteinsequenzen auszutauschen wurden die Plasmide zur Expression
mittels PCR zielgerichtet mutiert (SDM). Die dazu verwendeten Primer wurden nach dem Protokoll
von Zheng (Zheng, 2004) entworfen und besitzen einen zueinander etwa 20 bp langen
komplementaren Bereich sowie einen etwa 10 bp langen nicht komplementaren Bereich in 3’
Richtung. Das Template Plasmid wird in der Reaktion komplett kopiert und durch die Primer die
gewlinschte Mutation eingefligt. Fir die zielgerichtete Mutagenese wurde Phusion Polymerase
(Thermo Scientific) verwendet und etwa 50 ng Template Plasmid eingesetzt. Das Ursprungsplasmid
wurde nach erfolgreicher PCR mit dem Restriktionsenzym Dpnl fiir 2h bei 37°C geschnitten und 1l
des Ansatzes fiir die Transformation von E. coli verwendet Ein Standard SDM Programm sah aus wie
folgt:
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98°C 30 sec

98°C 15 sec
60°C 20sec 17x
72°C 2:30 min

72°C 5 min

2.5.7. Quantitative realtime PCR

Quantitative realtime Analysen wurden mit Hilfe des BioRad CFX96 Real-Time Systems durchgefiihrt.
Fir die PCR wurde der GoTag gPCR Master Mix (Promega) verwendet. Primer fiir die Q-PCR Analysen
wurden mit Primer3Plus entworfen und in HPSF Qualitat von MWG (Ebersberg) synthetisiert. Dabei
wurden Amplifikate zwischen 50 und 200 bp angestrebt. Zunachst wurden die Primer auf ihre
Funktionalitat und Spezifitat getestet. Dafiir wurde eine Verdiinnungsreihe von Template DNA in
1mM TRIS pH 8.0 Puffer mit tRNA (0,1 mg/ml) hergestellt und damit ein Q-PCR Lauf durchgefihrt.
Mit Hilfe des BioRad CFX Managers wurde das Ergebnis der PCR ausgewertet. Dabei wird fiir jede
Probe der Ct-Wert (cycle threshold) berechnet. Aus den Ct-Werten der verschiedenen Verdiinnungen
|3sst sich die Primereffizienz berechnen. Diese sollte idealerweise nahe 100% liegen (+/- 10%) und
kann durch unspezifische Bedingung oder schlechte Hybridisierung nach unten oder oben
abweichen. Nach erfolgreichem Test der Primer wurden die zu untersuchenden Proben untersucht,
dafiir wurde jeweils mit drei technischen Replikaten gearbeitet und Ansatze von 11 ul in 96 well PCR
Platten verwendet. Dabei wurden 5,5 ul PCR Mix und Primer vorgelegt und 5,5 pl PCR Template in
passender Konzentration hinzugefiigt. Zur Normalisierung der Signalstarken des zu untersuchenden

Gens wurde in dieser Arbeit ein Fragment von UBI10 amplifiziert.

2.6. Arbeiten mit RNA

2.6.1. RNA Praparation aus pflanzlichem Gewebe

Proben fir die RNA Extraktion wurden in flUssigem Stickstoff schock gefroren und mit
Keramikkiigelchen mit Hilfe des Tissue Lyser Il (Qiagen) fiir 60 Sekunden mit 30 Hz aufgeschlossen.
Die Praparation von RNA erfolgte mit dem RNeasy Plant Mini Kit der Firma Qiagen nach
Herstellerangaben. Die Quantifizierung der RNA erfolgte photometrisch an einem Nanophotometer
(Serva). Zusatzlich wurde die Integritat der RNA auf einem Agarose Gel Uberprift. Die Lagerung der

RNA erfolgte bei -80°C.
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2.6.2. cDNA Synthese

Die Herstellung von cDNA fiir Klonierungen und Q-PCR Analysen erfolgte mit dem RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo). Fir die cDNA Synthese wurde 1 pug gesamt RNA verwendet und
vorausgehend fiir 30 Minuten bei 37°C ein DNAse Verdau durchgefiihrt. Die Inaktivierung der DNAse
erfolgte durch Zugabe von 1 ul 50 mM EDTA und anschlieflender Inkubation bei 65°C fiir 10 Minuten.
Die anschlieRende cDNA Synthese erfolgte nach Herstellerangaben mit oligo dT Primern. Die

hergestellte cDNA wurde bei -20°C gelagert.

2.7. Arbeiten mit Hefe

2.7.1. Hefe-Transformation

Das in dieser Arbeit verwendetet Protokoll zu Transformation von Hefezellen basiert und wurde
modifiziert nach Gietz (Daniel Gietz und Woods, 2002). Zundchst wurde eine Vorkultur aus einer
Einzelkolonie der zu transformierenden Zellen tiber Nacht bei 30°C in 5 ml YPD (Vollmedium) oder SD
(Minimalmedium) herangezogen. Damit wurden am nachsten Tag eine Hauptkultur von 50 ml YPD
auf eine optische Dichte von 0,2-0,4 angeimpft und bis zu einer ODgy von 0,8-1,2 bei 30°C inkubiert.
Nach Erreichen der entsprechenden Zelldichte wurde die Zellen fiir 5 Minuten bei 1.500 g
abzentrifugiert und anschlieBend in MQ gewaschen. Danach wurden die Zellen erneut abzentrifugiert
und das Pellet in 1 ml 100mM LIAC aufgenommen. Die Hefe-Suspension wurde anschlieSend in ein 2
ml ReaktionsgefaR Uberfiihrt, kurz abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und anschlieRend
die Zellzahl auf eine Konzentration von 1*10° cfu/ml mit 100 mM LiAc eingestellt. Eine OD von 1
entspricht dabei etwa 1,28*10’ cfu/ml. Die so fiir die Transformation vorbereiteten Zellen wurden im
Weiteren auf Eis gelagert. Pro Transformationsansatz wurden 50 ul Zellen verwendet. Diese wurden
abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und anschlieRend der Transformationsmix zugegeben,

bestehend aus:

= 240 ul PEG 4000 50%

= 36ul1MLiAc

= 10 pl carrier DNA (10mg/ml)

= 65 ul Plasmid (0,1- 10 pg) in H,0
Die Carrier DNA wurde zuvor 5 Minuten bei 95°C aufgekocht und anschlieBend auf Eis gelagert. Nach
Zugabe des Transformationsmix wurden die Ansatze griindlich fiir 1 Minute homogenisiert. Danach
erfolgte fiir 45 Minuten bei 42°C eine Hitzeschockbehandlung. AbschlieRend wurden die Zellen

abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in MQ resuspendiert. Die Zellen wurden dann auf

entsprechendem Selektivmedium ausplattiert und fir 2-4 Tage bei 30°C inkubiert.
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2.7.2. Histidin Autotrophie Wachstums-Tests (Y2H)

Fir die Bestimmung von Protein-Protein Interaktionen wurde der Hefestamm AH109 (James et al.,
1996) verwendet. Einzelkolonien wurden nach der Transformation mit pGAD und pBRIDGE Vektoren
von selektivem SD —L/ -W Platten in 1 ml Selektivmedium tUber Nacht angezogen. Am nichsten Tag
wurden die Kulturen mit 4 ml YPD aufgefiillt, bis zu einer ODgy von 0,5 bis 0,8 inkubiert und
anschliefend Verdiinnungsreihen erstellt. Von drei Verdiinnungen wurden jeweils 10 ul auf Platten
mit unterschiedlichem Selektivmedium aufgetropft, so dass die einzelnen Tropfen 1000, 100 bzw. 10
Zellen entsprechen. Fir die Selektion auf erfolgreiche Doppeltransformation wurde —L/ -W Medium
verwendet. Um auf positive Interaktion zu selektieren wurde —L/ -W/ -H oder fur eine héhere

Stringenz —L/ -W/ -H/ -A Medium verwendet.
2.7.3. Genaustausch in Hefe

Mittels zwei Stufen Genaustausch (Scherer und Davis, 1979) wurde das Genom des Hefestammes
BMAG4-1A (Baudin-Baillieu et al., 1997) verdndert und stabil unterschiedliche Reporterkonstrukte ins
Genom integriert. Daflir wurde der Vektor plS385 verwendet (Sadowski et al., 2007) der homologe
Sequenzen des Hefe lys2 Locus besitzt. Da der Vektor keinen Hefe Origin besitzt, kann er nicht

eigenstandig repliziert werden und muss dafiir ins Genom integrieren.

In einem ersten Schritt wurden der Vektor plIS385, in den die verschiedenen Reporterkonstrukte
integriert wurden, mit dem Restriktionsenzym Nrul linearisiert, um zu einer zielgerichteten
Integration am lys2 Locus zu fiuhren. Nach der Hefetransformation erfolgte die Selektion auf
erfolgreiche Integration ins Genom auf -URA Selektivmedium. Durch die Integration wird der

urspriingliche lys2 Locus dupliziert.

In einem zweiten Schritt sollte der urspriingliche Wildtyp lys2 Locus sowie die Plasmidsequenzen mit
dem URA3 Marker wieder aus dem Genom entfernt werden. Daflir wurden vier positive Klone auf
frische Platten ausgestrichen, um Einzelkolonien zu erhalten. Von jeder Platte wurde jeweils eine
Einzelkolonie in YPD Medium angeimpft und Gber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Zellen auf eine Konzentration von 1*10° bzw. 1*10’ cfu/ml verdiinnt und 100 ul auf Selektivmedium
mit 5-FOA ausplattiert. 5-FOA ermoglicht eine negative Selektion auf Anwesenheit des URA3 Markers
(Boeke et al., 1987). Von den 5-FOA resistenten Klonen wurden jeweils fiinf mittels Kolonie PCR auf

erfolgreichen Genaustausch Gberprift und auf YPD und -K Selektivmedium UGberstrichen.
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2.7.4. In vivo Luciferase Messung in Hefe

Messungen der Luciferase Aktivitdt erfolgten in Hefe in vivo (Leskinen et al., 2003). Vorkulturen mit
Einzelkolonien wurden (iber Nacht angezogen in entsprechendem Selektivmedium mit Glucose bzw.
Galactose, bei Expression von Komponenten unter GAL1 Promotor. Am nachsten Tag wurde die
eigentliche Messkultur auf eine ODgy von 0,2 angeimpft und bis zu einer ODggg von 0,6-0,8 inkubiert.
100 pl der Messkultur wurden anschlieRend fiir die Messung der Luciferase Aktivitdt in ein
Luminometer Réhrchen (Sarstedt) gegeben und am Berthold flash'n glow Luminometer gemessen.
Durch Verwendung eines Messpuffers mit niedrigem pH-Wert macht man sich zu Nutze, dass
Luciferin in seiner ungeladenen Form die Zellwand und Plasmamembran effektiv passieren kann. Der
Messpuffer wurde fiir jede Messung frisch angesetzt. Die gemessenen Werte wurden zur

Auswertung auf die Zellzahl bezogen.
2.8. Arbeiten mit Protoplasten

Die in dieser Arbeit verwendeten Protokolle zur Praparation und Transfektion von Arabidopsis
Protoplasten basieren auf den Protokollen von Abel (Abel und Theologis, 1994) und Yoo (Yoo et al.,

2007). Im Weiteren sind Durchfiihrung und eigene Modifikationen beschrieben.
2.8.1. Herstellung der Enzymlosung fiir die Protoplastenpraparation

Fir die Herstellung eines Liters Enzymlosung wurden 10 g Cellulase Onuzuka R10, sowie 2,5 g
Mazerozyme in 500 ml 10 mM MES/KOH Puffer mit pH 5.6 geldst. AnschlieBend wurden 60 mg vom
Proteaseinhibitor AEBSF zugegeben und 15 Minuten inkubiert. Danach wurde die Enzymldsung in 28
mm Dialyseschlauche gefillt und gegen 5 L 10 mM MES/KOH fiir 30 Minuten dialysiert. Die Dialyse
wurde wiederholt in frischen 5 L MES Puffer. Nach der Dialyse wurden 72 g Mannitol, 6 g BSA
(Endotoxin frei) und CaCl, zugegeben und das Volumen auf ein 1 L mit MQ Wasser aufgefiillt. Nach
vollstandigem Losen aller Komponenten wurde der pH nochmals kontrolliert und gegebenenfalls auf

5.6 angepasst. AbschlieRend wurde die Lésung steril filtriert und bei -20°C gelagert.

Enzymldsung: 1% Cellulase (Yakult, Japan)
0,25% Macerozyme (Yakult, Japan)
400 mM Mannitol
8 mM CaCl®
0,6% BSA
5 mM MES/KOH pH 5.6
~2,5 nM AEBSF (nach Dialyse)
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2.8.2. Protoplastenpraparation

Um Mesophyll Protoplasten fiir die transiente Transfektion zu erhalten wurden ca. 2 g Blattmaterial
von 3-4 Wochen alten Arabidopsis Keimlingen flir 3 % bis 5 Stunden in 15 ml Enzyml&sung verdaut.
Dafiir wurden die Blatter mit einer Schere abgeschnitten, komplett mit der Enzymlésung in einer
Petri-Schale bedeckt und auf einem Kippschiittler bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurden Blattiiberreste durch Filtration durch ein 200 um Nylonnetz entfernt. 10 ml W5 LOsung
wurden verwendet um die Petri-Schale zu spiilen und anschliefend zur Enzymldsung gegeben.
AnschlieBend wurden die Protoplasten gewaschen. Dafilir wurde fir 2 Minuten mit 60 g und
minimaler Beschleunigung zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen und mit 10 ml W5
Losung aufgefiillt. Das Protoplastenpellet wurde danach vorsichtig gelost und 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Nachdem sich die Protoplasten abgesetzt hatten, wurde der Uberstand abgenommen und
die Protoplasten danach abhangig von der GroRe des Pellets in bis zu 5 ml MaMg aufgenommen. Um
die Protoplastenzahl zu bestimmen, wurde die Chlorophyll Absorption gemessen. Hierflir wurde
Protoplastensuspension in 80% Ethanol 1:20 verdiinnt und der Absorptionswert bei 720 nm von dem
Wert bei 652 nm abgezogen. Eine Differenz von 1 (unverdiinnt) entspricht dabei einer Konzentration
von etwa 0,55 * 10° PP/ml. Dieser Wert wurde fiir Col-0 Wildtyp Protoplasten ermittelt, indem die
Anzahl an lebenden Protoplasten zuvor mehrmals, unter Verwendung eines Hematocytometers an
einem Zeiss Axioskop ausgezahlt wurde. Hierfliir wurden die Protoplasten mit Fluoresceindiacetat

(FDA) angefarbt. AnschlieBend wurde die Konzentration auf einen Wert von 1*10° PP/ml eingestellt.

W5 Lésung: 2 mM MES/KOH pH 5.7
154 mM NacCl
125 mM CaCl,
5 mM KClI
steril filtriert

MaMg: 5 mM MES/KOH pH 5.7
400 mM Mannitol
15 mM MgCl,
steril filtriert

FDA-L6sung: 1 mg/mlin Aceton

2.8.3. Protoplastentransfektion

Fir die Transfektion der zuvor vorbereiteten Protoplasten wurden pro Ansatz 15 pg bis 45 pug DNA
verwendet. In der Regel wurden dabei 9 ug eines Reporterkonstrukts, 3 pug eines internen Standards

(35S::GUS, #883) und variable Mengen unterschiedlicher Effektor-Konstrukte verwendet. Soweit
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notig wurden die DNA Mengen durch Leervektor (pSK, #400) ausgeglichen. Die DNA Ansatze wurden
mit MQ auf 15 ul aufgefullt, 15 ul 0,8 M Mannitol zugegeben und in 2 ml ReaktionsgefaRe vorgelegt.
AnschlieBend wurden 100 pl der vorbereiteten Protoplastensuspension zugegeben. Danach wurde
130 pl PEG-Losung zugegeben und jedes ReaktionsgefdR sofort durch mehrmaliges invertieren
gemischt. Nach einer Inkubation bei Raumtemperatur zwischen 5-15 Minuten wurde 750 pl W5
zugegeben, die Reaktionsgefale invertiert und flir 2 Minuten bei 250 g zentrifugiert. Danach wurde
der Uberstand vorsichtig abgenommen und die Pellets in 200 ul WIMK gelést. Die Ansitze wurden
anschliefend geteilt und eine Halfte in der Regel mit ABA induziert. Die Protoplasten wurden bis zur
Messung bei 22°C unter Dauerlicht inkubiert und in der Regel nach 16 Stunden gemessen. Bei einigen

Experimenten in dieser Arbeit wurde von dieser Inkubationszeit abgewichen und nach nur 6 Stunden

gemessen.
PEG-LOsung: 40% PEG 4000
200 mM Mannitol
100 mM CacCl,
WIMK: 4 mM MES/KOH pH 5.7
500 mM Mannitol
20 mM KCl

steril filtriert

2.8.4. Enzymatische Messungen in Protoplasten

Zur Messung der Genregulation wurden nach transienter Expression in Protoplasten die Aktivitaten
der Photinus pyralis Luciferase sowie der bakteriellen B-D-Glucuronidase (GUS) bestimmt. GUS wurde
dabei konstitutiv unter der Kontrolle des CaMV 35S Promotors exprimiert und diente als interner
Standard zur Bestimmung der Transfektionseffizienz. Die gemessenen Luciferase Aktivitaten wurden
durch die entsprechenden GUS Werten geteilt und ergeben ein MaR fiir die ABA abhiangige
Genexpression. Vor der Messung der Enzymaktivitdten wurden die Reaktionsgefalle wegen eventuell

gebildetem Kondenswasser kurz zentrifugiert und anschlieBend resuspendiert.
2.8.4.1 Luciferase Aktivitatsbestimmungen

Fir die Bestimmung der Luciferase Aktivitdit wurden 50 upl des Transfektionsansatzes in ein
Rundboden Luminometer Réhrchen (Sarstedt, Nimbrecht) gegeben und am Berthold flash'n glow
Luminometer gemessen. Dabei erfolgte zunachst die Bestimmung der Hintergrund Aktivitat fiir 10
Sekunden, anschliefend wurde LAR injiziert und die Luciferase Aktivitat fiir 20 Sekunden gemessen.
Die Messung beruht auf der Methode von Luehrsen (Luehrsen et al., 1992).
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Luciferase Assay Reagent (LAR):20 mM Tricine/NaOH pH 7.8
2,7 mM MgSO0,
0,5 mM EDTA
33,3 mM DTT
0,53 mM ATP
520 mg/l Magnesiumcarbonat
200 mg/l Coenzyme A
150 mg/I Luciferin
0,1% Triton X-100

2.8.4.2 B-D-Glucuronidase Aktivitatsbestimmungen

Die Bestimmung der GUS Aktivitat erfolgte nach Jefferson (Jefferson et al., 1987). Dabei wurden 50 pl
des Transfektionsansatzes in eine schwarze Microtitterplatte gegeben, 100 pul GUS-Reagenz
zugegeben und anschlieend die Fluoreszenz bei einer Wellenlange von 460 nm bei einer Anregung
bei 365 nm gemessen . Die Messung erfolgte bei 37°C im Synergy 2 Platereader (BioTek) liber einen
Zeitraum von 7 Minuten. Aus den gemessenen Werten wurde die Steigung bestimmt und zur

Auswertung der Daten verwendet.

GUS-Reagenz: 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.0
10 mM EDTA
1 mMDTT
0,1% Triton X-100
0,5 mM 4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid

2.9. Arbeiten mit Pflanzen

2.9.1. Anzuchtbedingungen

In dieser Arbeit wurden Pflanzen des Arabidopsis Okotypus Columbia (Col-0) und einige in diesem
Hintergrund generierte Mutanten angezogen. Die Anzucht in Erde erfolgte in Phytokammern (Nema
oder Conviron, Kanada) unter Langtagbedingungen von 16 h Licht (~*180 pE m™*s™, 22°C, 50%
Luftfeuchtigkeit) und 8 h Dunkelheit (17°C, 60% Luftfeuchtigkeit) in fein gesiebter Einheitserde (Typ

T) tiber einer Perlit Schicht.
2.9.2. Samensterilisation

Fur die sterile Anzucht wurden Arabidopsis-Samen zunachst 15-30 min in einer Losung aus 80% (v/v)
Ethanol und 0,1% (v/v) Triton-X 100 und dann 3 min in einer 3%igen(v/v) Natriumhypochlorit-Lésung
und 0,1% (v/v) Triton-X 100 bei RT geschiittelt. AbschlieRend wurden die Samen drei bis funf Mal mit
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sterilem ddH:0 gewaschen und unter der Sterilbank auf MS-Platten ausgebracht. Um die eventuell
noch vorhandene Dormanz zu brechen, wurden die Platten mit den Samen vor der Kultivierung 2
Tage bei 4°C gelagert. Die Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen auf Agar-Platten erfolgte im
Zellkulturraum unter Dauerlicht (50 uE * m? * ' 22°C) auf einem kombinierten
Pflanzenwachstumsmedium, das neben 1% Saccharose und 0,1% MES-Puffer Makrosalze
entsprechend dem 1x- MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) sowie Mikrosalze und
entsprechend dem 1x- B5-Medium (Gamborg et al., 1968) enthielt. Zur Herstellung von Agar-Platten
wurde vor dem Autoklavieren 9 g/l Agar zu einer 1 x MS-Lésung hinzugeben. Die Zugabe von
Antibiotika (20 mg/ml Kanamycin) bzw. ABA (0,1-30 uM) erfolgte nach dem Autoklavieren und
Abkuhlen des Mediums auf ca. 60°C.

10x Makro-Salze: 16,5 g/I NH;NO;
19 g/I KNO;
3,32 g/l CaCl,
1,7 g/l KH,PO,
3,7 g/l MgS0, x 7x H,0

400x B5-Mikrosalze: 0,01 g/ CoCl, x 6x H,0
0,01 g/l CuSO, x 5x H,O
14,6 g/| Na,EDTA
1,2 g/l H3BO;
0,3g/IKI
4 g/l MnSQO,4 x 4x H,0
0,1 g/l NaMo0Q, x 2x H,0
0,8 g/l ZnSO,4 x 4x H,0
11,2 g/l FeSO, x 7x H,0

1x MS-Medium: 100 ml/I 10x MS-Makrosalze
2,5 ml/1 400x B5-Mikrosalze
10 g/l Saccharose
1 g/| MES/KOH pH 5,8

ABA-Stocklésung: 5 mM ABA in 1% MES/KOH pH 7,5

2.9.3. Pflanzentransformation

Die stabile Transformation von Arabidopsis erfolgte mit der Methode des floral dips (Clough und
Bent, 1998). Hierflir wurden eine bis vier Pflanzen pro Topf (9x9 cm) in Erde ausgebracht und nach 4-
5 Wochen die primaren Infloreszenzen abgeschnitten. Dadurch geht die Apikaldominanz verloren
und sekundare Blitentriebe werden induziert. Vor der Transformation wurden weitgetffnete Bllten
sowie Schoten entfernt. Nach 2-5 Tagen wurden die Pflanzen kopfiiber in eine Agrobakterien
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Suspension fir 3 Minuten getaucht. Ausgehend von einer Einzelkolonie wurden die Agrobakterien
aus einer Vorkultur Gber Nacht bei 30°C in 250 ml LB Medium angezogen. Danach wurden die Zellen
fir 10 min bei 5.000 g zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in 6 ml
Infiltrationsmedium resuspendiert. Fir den floral dip wurde die Suspension anschlieBend auf ein
Volumen von 300 ml erweitert. Die gedipten Pflanzen wurden mit einer Plastikhaube lber Nacht

abgedeckt. Fiir eine hohe Transformationseffizienz wurde der dip gegebenenfalls nach 2-3 Tagen

wiederholt.

Infiltrationsmedium: 50ml/l 10x Makrosalze
1,25 ml/I 400x Mikrosalze
0,5 g/| MES

50 g/l Saccharose

pH mit KOH auf 5,8 eingestellt
10 pl/1 BAP-Stock [10 mg/ml]
500 pl/I Silwet L-77

Die Selektion der T; Samen auf erfolgreiche Transformation erfolgte anschlieRend entweder mit
Kanamycin (20mg/ml) auf MS Platten oder mit Ammonium-Glufosinat (BASTA) in Erde. Hierflr
wurden die T; Samen auf Erde ausgebracht und eine Woche nach Keimung dreimal im Abstand von

zwei Tagen mit BASTA (1:1000 Verdinnung) bespriht.

2.9.4. Physiologische Untersuchungen

2.9.4.1 Messung des Wurzelwachstum

Das Wurzelwachstum von Keimlingen auf ABA-haltigem Medium wurde analysiert, indem auf
normalem MS-Medium fiinf Tage alte, vertikal gekeimte Keimlinge mit einer Federstahl-Pinzette auf
ABA-haltige MS-Platten umgesetzt wurden. Die Position der Wurzelspitze wurde auf der Platte
markiert. Diese Platten wurden weitere vier Tage vertikal im Kulturraum bei Dauerlicht (50 uE * m™ *
s, 22°C) inkubiert. Das Wachstum der Wurzel wahrend dieser Zeitspanne wurde mit Image)

gemessen und zu Analysezwecken herangezogen. Die verwendeten ABA Konzentrationen fiir diese

Versuche betrugen zwischen 0,3 uM und 30 uM.
2.9.4.2 Analyse des Keimungsverhaltens

Die Analyse des Keimungsverhaltens von Arabidopsis-Samen erfolgte auf MS-Platten mit ABA-
Konzentrationen von 0,1 bis 10 uM. Gleich alte Samen der zu analysierenden Pflanzen wurden
sterilisiert und vereinzelt auf die jeweiligen Platten ausgebracht. Diese wurden dann fiir 48 h im

Kihlraum bei 4°C stratifiziert. AnschlieBend wurden die Platten horizontal in einem Kulturraum mit
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Dauerlicht (50 pE * m™ * s,22°C) zum Keimen gebracht. Die Keimung wurde, nach drei Tagen im
Kulturraum ausgewertet. Dabei wurde der Durchbruch der Radicula durch die Samenschale als

erfolgte Keimung gewertet.
2.9.4.3 Messung der Blattoberflaichentemperaturen

Blattoberflachentemperaturen wurden mit Hilfe der VarioCAM head HiRes 384 von JENOPTIK Laser,
Optik Systeme GmbH/InfraTec GmbH (Dresden) gemessen. Dabei wurde die Software Ibris Remote
zur Messung und lbris 3 zur Auswertung verwendet. Die Pflanzen wurden hierflir unter Kurztag
Bedingungen angezogen und nach 4-6 Wochen mit 50 uM ABA bespriiht. Die

Oberflachentemperaturen wurden jeweils vor und 2 % h Stunden nach der Behandlung gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1. Calcium abhangige Proteinkinasen in der ABA-Signaltransduktion

Calcium abhéangige Proteinkinasen gehoren zu einer Proteinfamilie mit 34 Mitgliedern in Arabidopsis
thaliana, die fur Pflanzen einzigartig ist (Cheng et al., 2002). Sie besitzen eine besondere Struktur und
vereinen eine Serin/Threonin Kinase Domane mit einer Ca®* bindenden regulatorischen Doméane
(Harper et al., 2004). Diese Kombination ermoglicht die gleichzeitige Wahrnehmung von
intrazelluldren Konzentrationsanderungen des sekundiren Botenstoffs Ca** und die Weiterleitung
des Signals an untergeordnete Komponenten. Dies macht CPKs zu wichtigen Bestandteilen
unterschiedlicher Signaltransduktionswegen. Neben Entwicklungsprozessen spielen sie sowohl in der
biotischen als auch in der abiotischen Stress-Antwort eine zentrale Rolle (Boudsocg und Sheen,
2012). Das Pflanzenhormon ABA erlaubt eine Anpassung der Pflanze an abiotischen Stress wie Kalte,
Hitze und Trockenheit. Dementsprechend sind flir mehrere CPKs Funktionen in der ABA-
Signaltransduktion beschrieben worden. So wurden unter anderem gezeigt, dass CPK4 und CPK11 die
bZip Transkriptionsfaktoren ABF1 und ABF4 phosphorylieren und als positive Regulatoren der ABA
induzierten Gen-Expression wirken (Zhu et al., 2007). Die nahe miteinander verwandten Proteine
CPK21 und CPK23 sind von zentraler Bedeutung fiir die Regulation von lonenkanalen, die bei der
SchlieBung der Spaltéffnungen unter Trockenstress beteiligt sind (Geiger et al., 2010; Geiger et al.,
2011). Dariuber hinaus deutet die Mutante gca2 im Landsberg Hintergrund, die eine Punktmutation
in der 5'UTR des CPK23 Gens tragt, auf eine weitreichendere Funktion von CPK23 hin. Diese Mutante
zeigt einen pleiotropen Phadnotyp in zentralen physiologischen ABA Reaktionen (Korte, 2009). Um
diesen Phanotyp zu erkldren, ist ein detailliertes Wissen liber die genaue Funktion von CPK23 in der

ABA Signaltransduktion notwendig.

Ein gangiger Ansatz zur Identifikation der Funktion eines Gens ist die Analyse von loss of function
Allelen. Eine gute Quelle dieser Allele stellt das SALK Institut mit seiner T-DNA knockout Kollektion
dar. Durch die zuféllige Integration von T-DNA unter Verwendung von Agrobacterium tumefaciens
vermitteltem Gentransfer sind fiir einige Gene entsprechende Linien verfligbar. Da dieser
Gentransfer allerdings nicht gerichtet ist, ist die Verfligbarkeit passender Linien begrenzt. Eine
zusatzliche Beschrankung bei der Analyse von KO Linien ist das Ausbleiben moglicher Phanotypen
durch funktionelle Redundanz unterschiedlicher Gene, insbesondere innerhalb gréoReren Gen-
Familien. Fiir CPK21 und CPK23 wurden entsprechende KO Allele bereits friiher analysiert (Ma und
Wu, 2007; Korte, 2009; Franz et al., 2011), allerdings keine oder nur schwache ABA abhangige
Phanotypen beobachtet. Da CPK23 und CPK21 ein hohes Mal} an Aminosdure Sequenz Homologie

besitzen (81,9%) ist die Vermutung naheliegend, dass beide Proteine redundante Funktionen
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besitzen koénnten. In diesem Fall wirde der Verlust der Funktion eines Gens durch das andere
kompensiert. Basierend auf Sequenzanalysen ist CPK15 ein weiterer Kandidat mit eventuell
redundanter Funktion. Die Aminosaure Sequenz Homologie zu CPK23 betragt 74,9%, zu CPK21 sogar
79,6%. CPK15 wurde in der Literatur bisher nicht weiter beschrieben. Es ist daher unklar in welchen
Prozessen und Signalwegen die Kinase beteiligt ist. Auch flir CPK15 ist eine T-DNA Insertionslinie

verfligbar.

SAIL_1056_H11
4

cpk1s-aTac210401 | HEEEEE—IHIHHEIHHHIN

SALK_029412C

500bp

CPK21 - ATA4G04720.1
SALK_007958

CPK23 - AT4G04740.1 _—H-I—I-I—‘-—H

Abbildung 3.1 Genmodelle von CPK15, CPK21 und CPK23
Intron — Exon Struktur von CPK15, CPK21 und CPK23. Graue Bereiche stellen den nicht translatierten

Bereich da, schwarze Bereiche den ORF. Rote Dreiecke geben den Insertionsort der T-DNA in den
verwendeten Linien an. cpk15 stammt aus der Syngenta Arabidopsis Insertion library, bei cpk21 und
cpk23 handelt es sich um T-DNA Insertionslinien des SALK Instituts.

Abbildung 3.1 zeigt die Genmodelle der drei genannten Kinasen und die Position der T-DNA
Insertionsstellen. Um dem Problem der moglichen Redundanz zu begegnen, wurden Kreuzungen der
unterschiedlichen CPK T-DNA Linien erstellt. Abbildung 3.2 zeigt die Genomorganisation der Zielgene

auf Chromosom IV.

Chr. IV Mbp
o | 2,392
CPK21 2.39 M p—\: ....................................... i ]
CPK23 2.40 Mbp —/|*. 2306 | & coran -
T AT4G04720
2308 {1
2.400 -
2.402 - 4 hypothetisches
Protein - AT4G04730
CPK15 11.64 Mbp —/ N
.."""»..2.406 - g CPK23 -
Y £ AT4G04740
2.208
2 Mbp 2 Kbp

—_— 2.410 —_—
Abbildung 3.2 Genomorganisation von CPK15, CPK21 und CPK23
Position von CPK15, CPK21 und CPK23 auf Arabidopsis Chromosom IV. CPK21 und CPK23 liegen
unmittelbar nebeneinander. Der Abstand betrdgt ungefahr 6Kbp. Dazwischen befindet sich ein
kleines hypothetisches Protein. CPK15 befindet sich Gber 9 Mbp entfernt und segregiert damit
unabhangig.
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Da CPK21 und CPK23 in unmittelbarer Nahe liegen, wurde nicht versucht durch Kreuzung eine
entsprechende Doppel KO Linie zu erzeugen. Die erwartetet Rekombinationsfrequenz liegt deutlich
unter 0,1%. CPK15 befindet sich hingegen in einer Entfernung von ca. 50 cM, sodass cpk15cpk21 und
cpk15cpk23 Linien erfolgreich erzeugt werden konnten. Mit Primern (GC 38+39, GC 75-78), die die
Insertionsstellen flankieren, wurden homozygote Linien selektiert, die anschliefend in

physiologischen Assays auf einen ABA abhdngigen Phanotyp untersucht werden sollten.
3.1.1. Physiologische Untersuchungen von CPK knockout Pflanzen

ABA ist der Botenstoff, der der Pflanze unglinstige Wachstumsbedingungen signalisiert, wie etwa
begrenzte Wasserverflgbarkeit, hohe Salzkonzentrationen oder niedrige Temperaturen. Als
Konsequenz wird das vegetative Wachstum reduziert, Keimung unterbunden und die Spaltéffnungen
der Blatter geschlossen. Diese physiologischen Anpassungen kdnnen gut quantitativ gemessen und
ausgewertet werden. Um eine mogliche Funktion von CPK15, CPK21 und CPK23 in der ABA
Signaltransduktion zu untersuchen, wurden die erzeugten Linien entsprechend auf Keimungsrate,

Wurzelwachstum und Blattoberflachentemperaturen in Abhangigkeit von ABA untersucht.
3.1.1.1 Keimungsversuche

Die untersuchten CPK T-DNA Linien zeigten ein zum Teil gegensatzliches Bild. Wahrend cpk15 im
Vergleich zum Col-0 Wildtyp Uber weite Teile des gemessenen Konzentrationsbereich ein leicht
insensitives Verhalten zeigte (6-14% hohere Keimungsraten bis 1 uM ABA) verhielten sich cpk21 und
cpk23 hypersensitiv. Insbesondere bei einer Konzentration von 0,3 UM ABA wurde dieser Effekt
deutlich. Bei dieser Konzentration lag die Keimungsrate von cpk21 (45,8 % +/- 4,7%) und cpk23
(34,9% +/- 5,9%) deutlich unter dem des Wildtyp (66,9% +/- 5,7%). Flur cpk23 wurde ein dhnliches
Ergebnis bereits friiher beobachtet (Korte, 2009). Der gegensatzliche Effekt der einzelnen CPK T-DNA
Linien gestaltet die Interpretation der Daten der Doppel-Mutanten cpkl5cpk21 und cpkl5cpk23
schwierig. Grundsatzlich zeigten beide Linien ebenfalls ein hypersensitives Verhalten auf ABA. Das
leicht insensitive Verhalten der cpk15 Linie wurde anscheinend durch den Verlust der CPK21 bzw.
CPK23 Gen-Funktion Uberlagert. Die Mutante cpkl15cpk21 zeigte den deutlichsten Phanotyp, der
untersuchten Linien. Uber den ganzen Konzentrationsbereich war die Keimungsrate deutlich
reduziert, erreichte allerdings auch auf MS Medium ohne ABA nur 70% (+/- 2,2%). Die Linie
cpk15cpk21 hat womoglich einen generellen Keimungsdefekt. Interessanterweise wurde die cpk15
Linie von Syngenta in einem T-DNA Insertions screen isoliert, der die Zielsetzung hatte Gene zu
identifizieren, die fir die Samen Entwicklung relevant sind (McElver et al., 2001). Auch wenn fir

cpk15 in dieser Arbeit kein erkennbarer Defekt im Keimverhalten erkennbar war, konnte die deutlich
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reduzierte Keimungsrate der cpkl15cpk21 Doppel KO Mutante erklart werden, sollten CPK15 und

CPK21 eine redundante oder synergistische Funktion in der Keimung besitzen.
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Abbildung 3.3 Keimungsrate von CPK KO Linien in Abhangigkeit von ABA
Gemessene Keimungsraten auf MS-Medium mit ansteigenden ABA Konzentrationen nach 3 Tagen

bei 22°C unter Dauerlicht. Zuvor wurden die Samen 2 Tage bei 4°C stratifiziert. Keimungsraten sind
als %-Wert der Keimungsrate auf MS ohne ABA angegeben. Die Datenpunkte reprdsentieren den
Mittelwert von jeweils 3 Platten mit n >= 23 Samen.

3.1.1.2 Wurzelwachstumsversuche

Im Wurzelwachstum verhielten sich alle untersuchten Linien dhnlich. Die Linie cpk15cpk23 zeigte
zwar eine geringfligig hohere Wachstumsinhibition, dieser Effekt ist aber nicht statistisch signifikant.
Die Phanotypen im Keimverhalten konnten im Wurzelwachstum nicht bestatigt werden. Das ist
grundsatzlich nicht ungewohnlich, da nur wenige Mutanten der ABA Signaltransduktion in allen
typischen physiologischen Antworten einen Phanotyp zeigen. Dies ist der Fall bei Mutanten, die sehr
weit oben in der Signalkaskade angesiedelt sind, zum Beispiel bei den ABA Co-Rezeptor Mutanten
abil-1 und abi2-1 (Meyer et al., 1994; Leung, 1997; Rodriguez et al., 1998). Auch die Mutante gca2
hat einen pleiotropen Phanotyp. Allerdings handelt es sich bei diesen Mutanten nicht um T-DNA
knock-out Linien, sondern um EMS gain of function Mutanten. Die beobachteten Ergebnisse im

Wurzelwachstum decken sich mit friiheren Experimenten mit cpk23 (Korte, 2009).
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Abbildung 3.4 Wurzelwachstum von CPK KO Linien in Abhdngigkeit von ABA
Gemessenes Wurzelwachstum auf MS Medium mit steigenden ABA Konzentrationen nach 4 Tagen

bei 22°C unter Dauerlicht. Die Keimlinge wurden zunachst auf MS-Medium ausgebracht und nach 5
Tagen umgesetzt. Die Datenpunkte reprasentieren den Mittelwert des gemessenen
Wurzelwachstums von n >= 13 Keimlingen.

3.1.1.3 Bestimmung der Blatttemperatur mittels Infrarotthermographie

Neben einer Inhibierung von Wurzelwachstum und Keimung fihrt ABA zur SchlieBung der
Spaltéffnungen. Leidet die Pflanze unter Trockenstress kann so der Wasserverlust minimiert werden.
Eine indirekte Folge davon ist eine leichte Zunahme der Blatt-Oberflachentemperatur, da
Transpiration und Verdunstungskalte abnehmen. Mit einer Thermo-Kamera kdénnen nicht nur diese
geringfligigen Temperaturdnderungen gemessen werden, sondern sogar Unterschiede in der ABA-
Sensitivitat verschiedener Mutanten dargestellt werden (Merlot et al., 2002; Demmel, 2010). Neben
den CPK T-DNA Linien wurde die Mutante snrk2de als positiv Kontrolle untersucht. Diese wurde
bereits friiher mittels Infrarotthermographie untersucht und verhédlt sich komplett insensitiv
gegenliber ABA (Merlot et al.,, 2002). Um den ABA induzierten Stomataschluss zu untersuchen,
wurden etwa vier Wochen alten Pflanzen mit 50 pM ABA beziehungsweiRe Wasser bespriiht und die
Blattoberflachentemperaturen nach 2 % h mit der Thermokamera gemessen (Abb. 3.5). Die
Temperatur der snrk2de Mutante war dabei deutlich niedriger als die des Wildtyps (AT 1,2°C) sowohl
mit ABA als auch unter Kontrollbedingungen. ABA fiihrte bei dieser Mutante zu keiner erkennbaren
Veradnderung der Blatttemperatur (siehe Bilder). Der beobachte Effekt und die gemessenen Werte

entsprachen dabei den Erwartungen und Veroffentlichungen in der Literatur (Mustilli et al., 2002).
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Die untersuchten CPK T-DNA Linien zeigten eine leichte Erhohung der Blatttemperaturen durch ABA
Applikation (etwa 0,5-0,6°C). Dabei waren aber keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp
zuerkennen, mit Ausnahme der Linie cpk15cpk21. Diese hatte nach ABA Applikation eine etwas
niedrigere Blatt Temperatur als der Wildtyp (AT 0,4°C) und zeigte auch im Vergleich zur

Kontrollbehandlung mit H,O kaum eine messbare ABA Reaktion.
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Abbildung 3.5 Blatt-Oberflichentemperatur von CPK KO Pflanzen in Abhangigkeit von ABA
Thermokamera Aufnahmen von Col-0, CPK T-DNA und snrk2de Pflanzen. 4 Wochen alte Pflanzen

wurden mit 50 uM ABA beziehungsweifle Wasser bespriiht und nach 2 % Stunden fotografiert. Die im
Diagramm dargestellten Werte reprasentieren die Mittelwerte von 3 unterschiedlichen Pflanzen
nach ABA Applikation. P < 0,05.

Da CPK21 und CPK23 in der Regulation der Stomata-Apertur, durch Phosphorylierung der Anionen
Kanale SLAC1 und SLAH3, beteiligt sind, wére ein Effekt auf die Blatttemperatur nicht iberraschend.
Zumindest fir eine KO Linie von CPK23 im Landsberg Hintergrund sowie fiir die Mutante gca2
konnten Abweichungen der Blatttemperatur nach ABA Applikation gemessen werden (Demmel,
2010). In dieser Arbeit und im Columbia Hintergrund waren entsprechende Anderungen allerdings
nicht zu beobachten. Fiir CPK15 ist keine Funktion in der Regulation der Stomata publiziert. Der
Phanotyp der Mutante cpk15cpk21 kdnnte jedoch auf eine solche hindeuten. MdéglichweiRe besitzen

CPK21 und CPK15 teilweiBe redundante Funktion. Der verwendete Assay ist in seiner Sensitivitat
46



Ergebnisse

allerdings begrenzt. Die Veranderung der Blatttemperatur der Pflanzen durch ABA Applikation ist in
der Summe zu gering. Das komplett insensitive Verhalten der snrk2de Mutante und der
entsprechend deutliche Phanotyp lassen sich mit den Thermokamera Aufnahmen sichtbar machen,
fir die eher geringen Verdanderungen der Linie cpkl5cpk21 ware eine direkte Beobachtung der

Stomataapertur sicherlich ratsam.
3.1.2. CPKs im transienten Reportersystem

Die durchgefiihrten physiologischen Untersuchungen kénnen Schliisse zulassen Uber die generelle
Beteiligung eines Gens in der ABA Signaltransduktion. Dariiber hinaus ermdéglichen sie den konkreten
Effekt einer Mutation auf den Phanotyp einer Pflanze zu studieren. Limitierend ist dagegen oft die
Verfligbarkeit entsprechender Linien. Zwar gibt es neben T-DNA Insertions-Kollektionen Ansadtze zum
gerichteten Gen-Knockout (siehe Kapitel 3.2), ein Erfolg ist aber nicht garantiert. Zudem sind
Pflanzen-Transformations Ansdtze und Selektion bis hin zu stabilen homozygoten Linien
zeitaufwéndig. Gleiches gilt auch fiir das Einbringen von Transgenen und die Erstellung von Uber-

Expressions Linien.

Eine Alternative zu diesen Methoden stellen transiente Expressionsverfahren dar. Sie erlauben die
schnelle und unkomplizierte Analyse der Funktion eines Gens in Signaltransduktionswegen. Zum
Beispiel erlaubt die Expression in Mesophyll Protoplasten Verdanderungen in der ABA abhdngigen
Genexpression sichtbar zu machen, die nicht zwingend zu einem makroskopisch sichtbarem oder
physiologisch messbarem Phanotyp filhren missen. Dementsprechend wurden die zuvor
untersuchten CPKs transient in Protoplasten Uberexprimiert (Yoo et al., 2007). Hierflir wurden
Konstrukte verwendet, in denen die c-terminale, Ca** bindende, regulatorische Doméane entfernt ist,
wodurch man konstitutiv aktive Versionen der entsprechenden Kinasen erhélt (Boudsocq et al.,
2010)(Abb. 3.6). Zur Visualisierung moglicher Effekte wurde der Promotor des RD29B Gens mit der
kodierenden Sequenz der Glihwirmchen Photinus pyralis Luciferase fusioniert (Hoffmann, 2001).
RD29B ist ein gangiger Reporter flr die ABA induzierte Genexpression. Er besitzt drei ABRE Binde-
Motive (Yamaguchi-Shinozaki und Shinozaki, 1994) und wird stark durch ABA induziert (Uno et al.,
2000; Christmann et al., 2005). Neben den oben genannten CPKs wurden CPK4 und CPK11

untersucht.

CPK4 und CPK11 sind, basierend auf den Phdnotypen entsprechender KO Pflanzen, als positive
Regulatoren der ABA Signaltransduktion beschrieben worden (Zhu et al., 2007). Deswegen sollte
Uberprift werden, ob diese Ergebnisse aus der Literatur auch im Protoplasten System dargestellt
werden kénnen. Da aullerdem gezeigt wurde, dass CPK4 und CPK11 den bZip Transkriptionsfaktor
ABF4 phosphorylieren (Zhu et al., 2007), wurden ABF4 beziehungsweise ABF2 co-exprimiert.
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N-term Kinase-Domane

CPK - Volllange Protein

Entfernung der J- und
CML-like Domdnen

N-term Kinase-Domane CPK-ca - konstitutiv aktive Version

Zielgerichtete Mutagenese

N-term Kinase:Domane CPK-na - katalytisch inaktive Version
D193*

Abbildung 3.6 Herstellung konstitutiv aktiver (-ca) und inaktiver (-na) CPK Versionen
Schematischer Aufbau einer CPK, mit N-Terminus, Kinase, junction und Calmodulin-like Doméanen.

Durch Entfernen der J-, und CML-like Doméanen erhdlt man einen konstitutiv aktive Kinase (-ca).
Durch Mutation eines konservierten Aspartat durch zielgerichtete Mutagenese lassen sich katalytisch
inaktive (-na) Versionen zur Kontrolle erstellen. Hier gezeigt ist die entsprechende Substitution im
CPK23 Protein, Aspartat 193 zu Alanin.

Dabei zeigte sich, dass CPK4 und CPK11l auch im transienten Protoplasten Assay als positive
Regulatoren der ABA Signaltransduktion wirken, dabei war es nicht relevant ob ABF2 (Abb. 3.7 A)
oder ABF4 (Abb. 3.7 B) co-exprimiert wurden. CPK4 induzierte RD29B ca. 9x ohne ABA im Vergleich
zur Expression von ABF4 allein, mit ABA etwa 3x so stark (Abb. 3.7 B). CPK11 induzierte geringfiigig
starker, die Ergebnisse waren allerdings durchaus vergleichbar. Im Vergleich dazu induzierte CPK23
deutlich starker bei Co-Expression mit ABF4 (29x ohne ABA bzw. 6x mit ABA) und auch mit ABF2
(Abb. 3.7 A). CPK21 hatte nur bei Verwendung von ABF4 einen geringen Effekt auf die RD29B
Induktion (3x ohne ABA und 1,5x mit ABA). Bei Co-Expression mit ABF2 fliihrte CPK21 zwar zu einer
doppelten so hohen Induktion ohne ABA, hatte aber keinen Effekt mit ABA. CPK15 hingegen scheint
keinen Effekt auf die ABA abhangige Genexpression zu nehmen. Bei Co-Expression mit ABF2 waren
geringfligig hohere Werte zu beobachten, diese liegen wahrscheinlich in der normalen

Schwankungsbreite dieses Assays. Bei Co-Expression mit ABF4 war Gberhaupt kein Effekt messbar.

Zusammen mit den zuvor durchgefiihrten Keimungsversuchen deutet die transiente Expression in
Protoplasten auf eine Funktion von CPK23 in der ABA Signaltransduktion hin, die tber die bisher
postulierte Rolle in der Regulation von Anionen-Kanéalen hinaus geht und einen deutlichen Einfluss
auf die ABA induzierte Genexpression hat. Fir CPK21 fanden sich ebenfalls Indizien fir eine
weiterreichende Funktion. So konnte ein Einfluss auf die Keimung in Anwesenheit von ABA gezeigt
werden und auch geringe Unterschiede in der RD29B Genregulation beobachtet werden, wenn gleich

diese nicht anndhernd vergleichbar zu den durch CPK23 hervorgerufenen Effekten waren.

48



Ergebnisse

B

>

£ 3500 —= 3500

— - B - B

% 3000 { O ABA 10sa] | 3000 1 O-ABA 2657

(o]

1 + +

£ 2500 | WHABA Jcop | WHABA

= |

T 2000 - 2000 -

E 1500 - 1313 1500 -

£ 1000 - 1000 -

(C

& 500 A 500 4
44 44

& o 4= 0 =

* =3 513 2|2 8 3|8
o|&o < | o ol ¢ - | o
+— 4+ o o +— +— i (] o
c [y b b4 c c b4 ~ hvd
@) (@] o o @] (@] o o a
v v Q Q h e 4 (@) Q Q
/ + ABF2 / + ABF4

Abbildung 3.7 Einfluss von CPKs auf die Genexpression im transienten Reportersystem
Regulation von RD29B::Luc in Col-0 Protoplasten durch verkirzte konstitutiv aktive (-ca) Versionen

verschiedener CPKs. Dafilir wurden die einzelnen CPKs mit den Transkriptionsfaktoren ABF2 (A) oder
ABF4 (B) co-exprimiert. Die Zahlen (iber den Balken geben die Induktionszahlen im Vergleich zur nicht
induzierten Kontrolle an. Die Ansatze wurden nach der Transfektion geteilt und mit 3 uM ABA bzw.
Puffer induziert. Pro Ansatz wurden 3 pug ABF2/4 und 3 pg CPK-ca DNA verwendet. n=4.

Mogliche Redundanz zwischen CPK21 und CPK23 kann auch weiterhin nicht ausgeschlossen werden,
da keine entsprechende Doppel KO Mutante zur Analyse zur Verfliigung steht. Fiir CPK15 scheint eine
Funktion in der ABA Signaltransduktion eher unwahrscheinlich. Die T-DNA Linie cpkl15 und die

Kreuzungen mit cpk21 bzw. cpk23 zeigten nur leichte Verdnderung des Phanotyp. Auch im

Protoplasten-Assay konnten keine signifikanten Effekte beobachtet werden
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3.2. Ansdtze zum gerichteten Gen-knockout

Da sich CPK21 und CPK23 in unmittelbarer Ndhe auf Arabidopsis Chromosom IV befinden (s. Abb.
3.2) kann eine Doppel KO Mutante durch Kreuzung nur schwerlich erzeugt werden. Um dennoch der
Frage nachzugehen, ob CPK21 und CPK23 redundante Funktion besitzen, wurden Ansdtze zum

gerichteten CPK23 Gen-knockout versucht.

Lange Zeit war es in Pflanzen nicht mdglich Gene gezielt auszuschalten, um ihre Funktion zu
studieren. Gen-knockout Ansdtze waren begrenzt auf nicht gerichtete Verfahren wie T-DNA oder
Transposon Insertionen (Ostergaard und Yanofsky, 2004). Mit der Entdeckung der RNA Interferenz
ergab sich eine erste Moglichkeit einzelne Gene gezielt auszuschalten. Dabei koénnen
unterschiedliche Verfahren genutzt werden. Erste Versuche wurden mit geringem Erfolg mit
antisense-Konstrukten unternommen. In aktuelleren Arbeiten werden hairpin und artifizelle micro
RNA (amiRNA) Konstrukte verwendet (Hilson et al., 2004; Schwab et al., 2006). Insbesondere amiRNA
scheint ein geeignetes Werkzeug fiir das silencen einzelner Gene in Pflanzen zu sein. Die missmatch
Toleranz pflanzlicher miRNAs ist deutlich geringer als im tierischen System, wodurch diese deutlich
spezifischer sind (Schwab et al., 2005; Lim et al., 2005). Dadurch werden unerwiinschte Effekte auf
nicht Ziel-Gene unwahrscheinlicher. Ein generelles Problem von allen RNAi Verfahren ist ein in der

Regel nur partielles silencing. Zudem sind die Effekte nicht immer Gber mehrere Generationen stabil.

In den letzten Jahren wurden eine Reihe neuer Verfahren entwickelt, die eine sehr gute Alternative
zu RNA Interferenz darstellen. Mit Zink Finger Nukleasen (ZFN), transcription activator-like effector
Nukleasen (TALEN) und clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) lassen sich
grundsatzlich nach dem gleichen Prinzip Gen-knockouts erzeugen (Townsend et al., 2009; Christian et
al., 2013; Xing et al., 2014). Eine Nuklease wird durch eine zweite DNA-bindende Komponente
zielgerichtet an ihren Bestimmungsort gebracht und erzeugt dort einen Doppelstrangbruch. Dieser
kann auf zwei unterschiedliche Arten repariert werden. Entweder durch homologe Rekombination,
oder sofern keine homologen Sequenzen vorhanden sind durch non homologous end joining (NHEJ)
(Puchta und Fauser, 2014). Dabei entstehen oft kleine Deletionen oder Insertionen, die womaoglich zu
einem frame shift und damit verbunden einem verfriihten Stop-Codon in der codierenden Sequenz

eines Gens fuhren.

ZFN und TALEN sind sich sehr ahnlich. Die DNA-bindende Komponente ist jeweils ein Protein. Bei ZFN
basiert die DNA-Bindedomane auf Zink Finger Transkriptionsfaktoren, bei TALEN auf Xanthomonas
Effektor Proteinen. Als Nuklease kommt jeweils FOK1 zum Einsatz. Da FOK1 nur als Dimer aktiv ist,
bestehen ZFN und TALEN immer aus Paaren, die in unmittelbarer Ndhe binden missen, damit die

beiden FOK1 Monomere miteinander interagieren kénnen und einen Doppelstrangbruch erzeugen.
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Da die Bindungsparameter von Zink-Finger Transkriptionsfaktoren nicht so gut nachvollziehbar sind
wie die von TALEs, sind Erstere in der Flexibilitdt ihrer Zielsequenzen etwas starker begrenzt.
Grundsatzlich wurden aber schon mit beiden Verfahren stabile Mutationen in Pflanzen erzeugt
(Townsend et al.,, 2009; Li et al., 2012). Die neueste Methode macht sich die Verwendung von
CRISPR/CAS9 zu Nutze (Horvath und Barrangou, 2010). Dabei wird ein RNA Einzelstrang verwendet,
um die CAS9 Nuklease an ihren Bestimmungsort zu dirigieren. Das CRISPR/CAS9 System besitzt eine
hohe Flexibilitdt, da die Lange der DNA-bindenden RNA Sequenz gerade einmal 20 Nukleotide
betragt (Jinek et al., 2012) und keine Paare bendtigt werden, wie bei ZFN und TALEN. Diese hohe
Flexibilitat konnte allerdings auch ein Problem darstellen hinsichtlich der Spezifitat des Systems und

moglicher unerwiinschter Nebeneffekte (Fu et al., 2013).

3.2.1. Gen-knockout mittels TAL Effektor Nukleasen

Zum Zeitpunkt der Planung dieses Projekts waren CRISPR/CAS9 noch nicht verfligbar. Deswegen
wurden zum gerichteten Gen-knockout TALEN verwendet, mit dem Ziel eine CPK21/CPK23 Doppel KO
Mutante zu erhalten. Hierfiir wurde von der Gruppe von Prof. Lahaye ein TALEN Paar entworfen und
bereitgestellt. Abbildung 3.8 zeigt schematisch die beiden verwendeten TALEN mit ihrer Zielsequenz
in Exon 1 von CPK21. Zwischen den Bindestellen der beiden TALEN befindet sich die
Restriktionsschnittstelle Bsrl. Fiir eine Selektion erfolgreicher Mutagenese, wurde ein 428bp
Fragment (GC 40+41) amplifiziert. Kommt es in Folge eines Doppelstrang-Bruchs und der Reparatur
durch NHEJ zu einer Zerstorung der Schnittstelle, lasst sich dieses Fragment nicht mehr schneiden.

Ansonsten entstehen zwei Fragmente mit 265bp und 163bp (PCR Selektion siehe Anhang).

CPK21 - AT4G04720.1 \_— <= NN

Ziel - Sequenz TCGATTTGCAAGCATAAGTGTTACCAGTACCAATCTCTTTACACATATACGTA
Abbildung 3.8 Gerichteter Gen-knockout von CPK21 mit TAL Effektor Nukleasen
Schematische Ubersicht von TALEN mit DNA Bindedomine und fusionierter FOK1 Nuklease. Darunter
abgebildet sind die vorhergesagten Bindesequenzen der TALEN (in rot) in Exonl von CPK21 und der
Bereich dazwischen in schwarz. In blauer Schrift markiert ist die Restriktionsschnittstelle Bsrl, die
eine Selektion auf erfolgreiche Mutagenese ermoglicht. Daflir wird mittels PCR ein 428bp Fragment
amplifiziert und anschliefend mit Bsrl verdaut.

Die TALEN Konstrukte wurden sowohl in den Col-0 Wildtyp Hintergrund sowie in die cpk23 Mutante

eingebracht. Die primaren Transformanden wurden auf Ammonium-Glufosinat (BASTA) Resistenz
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gescreent. AnschlieRend wurde in der T, zunachst 24 Pflanzen auf eine erfolgreiche Mutagenese
getestet. Allerdings konnte kein unverdautes PCR Produkt nach dem Kontrollverdau detektiert
werden. Die TALEN befinden sich unter der Kontrolle des starken konstitutiv aktiven 35S Promotors.
Da die Expressionsstdke eines Transgens allerdings auch maRgeblich durch seinen Integrationsort
bestimmt wird, wurden anschlieRend von 15 weiteren Linien zunachst die Expression der TALEN
mittels quantitativer Real-Time PCR Uberprift. Mit den Primern GC 1+2 wurde ein Fragment der
FOK1 Nuklease amplifiziert, zur Normalisierung wurde ein Fragment von UBI10 amplifiziert (GC 3+4).
Abbildung 3.9 zeigt das Ergebnis der Realtime PCR. Die analysierten Linien zeigten sehr deutliche
Expressionsunterschiede mit relativen Schwankungen iiber einen Bereich von 10*. Bei einer BASTA
resistenten Linie (23.4) und folgerichtig auch in der Col-0 Wildtyp Kontrolle war kein FOK1 Transkript
nachweisbar. Fir die weitere Analyse wurden die Linien mit der starksten TALEN Expression in
beiden genetischen Hintergriinden ausgewadhlt. Von den Linien wt2 und 23.5 wurden jeweils 96
Pflanzen der T, ausgebracht und wie zuvor mittels PCR und Restriktionsverdau analysiert. Es konnte

allerdings auch in diesem Fall kein unverdautes Amplifikat nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.9 TALEN Expressionsstarke transgener Linien
Q-PCR Analyse transgener TALEN Linien. Die beiden TALEN Konstrukte wurden mittels 35S Promotor

in Col-0 Wildtyp bzw. cpk23 Hintergrund Gberexprimiert. Um die Expression zu Gberprifen wurde ein
Fragment der FOK1 Nuklease amplifiziert und mit der Amplifikatstarke eines Fragments des UBI10
Gens normalisiert. In Col-0 Wildtyp konnte folgerichtig kein FOK1 Transkript nachgewiesen werden.
Die Expressionsstarke der Linie mit dem schwachsten Signal (wt3) wurde daher auf 1 gesetzt. n=3.

Da fiir TALEN Mutationsfrequenzen in somatischen Zellen von bis zu 70% gezeigt wurden (Christian

et al., 2013), muss davon ausgegangen werden, dass die beiden verwendeten TALEN nicht oder nur
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mit sehr niedrigere Affinitdt an die Zielsequenz binden. Die DNA-bindende Domadne von TALEN
besteht aus einer variablen Anzahl Wiederholungen von 34 Aminosaduren. Dabei sind die beiden sehr
variablen Aminosauren 12 und 13 jeder Wiederholung fiir die DNA Bindung verantwortlich (Boch et
al., 2009). Sie bestimmen welche Base gebunden wird. Dabei bindet jedes 34 AS Segment genau ein
Nukleotid. Obwohl diese DNA Bindung so gut verstanden ist und sich damit TALEN entwerfen lassen,
die praktisch jede gewiinschte Sequenz anvisieren, lasst sich in der Praxis schlecht voraussagen,
welche Sequenzen effektiv und mit hoher Affinitat gebunden werden (Christian et al., 2010). Um eine
héhere Zuverldssigkeit der entworfenen TALEN zu erreichen, ist weitere Forschung in diesem Bereich
notwendig. Da das verwendete Paar nicht oder nur mit sehr niedriger Frequenz die Zielsequenz
binden und mutieren konnte, wurde der Ansatz aufgegeben und stattdessen eine alternative

Methode gewahlt.

3.2.2. Gen-knockout mittels artifizieller micro RNA

Artifizielle micro RNA wurde in Pflanze bereits erfolgreich zum knockout unterschiedlicher Gene
eingesetzt  (Schwab et al.,, 2006). Mit Hilfe des Web MicroRNA Designer

(http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi) lassen sich schnell und einfach Konstrukte zum

silencen einzelner oder mehrerer Gene in Arabidopsis entwerfen. Abbildung 3.10 zeigt drei
entworfene Konstrukte, die gegen CPK21 und CPK23 gerichtet sind. Mit den Primern GC 5-16 und
34+35 wurde auf Basis des Vektors pRS300 Derivate der natirlichen pflanzlichen miRNA 319a

entworfen (Klonierungsschema siehe Web MicroRNA Designer).

200 bp
CPK21 - AT4G04720.1 — — —_
111 465 628
CPK23 - ATAGOA740.1  ~j—=p=
57 378 541

CPK215'->3'/111-131 AAGTCTCCTCCTTTACTAATG
CPK235'->3'/57-77 AAGTCTCCTCCTTTACTAATG
amiRNA-1 (rev. compl.) GAGTCTCATCCTTTACTAATA

CPK215'->3'/465-485 AAGAGGAAGCTAATTAGTAAG
CPK235'->3'/378-398 AAGAGGAAGCTAATTAGTGAG
amiRNA-2 (rev. compl.) TAGCGGAAGCTAATTAGTAAA

CPK215'->3'/628-648 TTGATAGGATTATAGCTCAAG
CPK235'->3'/541-561 TTGATAGGATTATAGCTCAAG
amiRNA-3 (rev. compl.) TCGGTAGGATTATAGCTCAAA
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Abbildung 3.10 Silencing von CPK21 und CPK23 mittels amiRNA
Schematische Ubersicht der Zielsequenzen der entworfenen amiRNA gegen CPK21 und CPK23. Graue

Bereiche in der Genstruktur stellen die 5 und 3‘ nicht translatierten Bereiche dar, schwarze Bereiche
reprasentieren den codierenden Bereich. Rote Striche zeigen die Bindestellen der amiRNAs mit
Koordinaten. Darunter abgebildet sind die Sequenzen. Rot markiert sind missmatches.

Die erstellten Konstrukte wurden anschlieBend in Col-0 Wildtyp transformiert und auf Kanamycin
Resistenz selektiert. Anschliefend wurde die Funktionalitdit der amiRNA Konstrukte mittels Q-PCR
Uberpruft. Hierflir wurden jeweils 4 Linien pro Konstrukt in der T, Generation analysiert. Die
Expressionsstarke von CPK23 wurde mit den Primern GC 48+49 , die von CPK21 mit den Primern GC
46+47 bestimmt und mit UBI10 als house-keeping Gen normalisiert. Abbildung 3.11 zeigt das
Ergebnis der Q-PCR Analyse. Die Expressionsstdrke von Col-0 ist dabei auf 1 gesetzt. Grundsatzlich
sind die entworfenen Konstrukte funktionell. Mit allen drei lieR sich die Expressionsstarke der
Zielgene signifikant reduzieren. Allerdings zeigt sich ein grundsatzliches Problem aller RNA
Interferenz Techniken, bei keiner Linie ist der Gen-knockout komplett. Der starkste Effekt ist bei
Verwendung von amiRNA 2 Linie #10 (2.10) zu beobachten. Die Expression von CPK23 betrdgt noch
7,3% +/- 1,3%, die von CPK21 5,4% +/- 0,8%. Alle anderen Linien zeigen mehr als 20% der
Expressionsstarke einer oder beider CPKs.
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Abbildung 3.11 Effekt verschiedener amiRNA Konstrukte auf die CPK21/CPK23 Genexpression
Q-PCR Analyse primarer amiRNA Transformanden (T;). Die Expressionsstarke von CPK21 und CPK23

sind mit der Expressionsstarke von UBI10 normalisiert. Der Wert fiir Col-0 ist auf 1 gesetzt. Die erste
Ziffer der transgenen Linien gibt das verwendete amiRNA Konstrukt an. n=3.

Grundsatzlich ist der Ansatz mit amiRNA vielversprechend. Der Gen-knockout von CPK21 und CPK23
ist zwar nicht komplett, der vorhandene Effekt lieRe sich aber wahrscheinlich noch verstarken, bei
gleichzeitiger Verwendung mehrere amiRNA Konstrukte. Bringt man die verwendeten Konstrukte in

eine der vorhandenen T-DNA knockout Linien ein (Abb. 3.1), mlsste man aulRerdem nur noch ein
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Transkript silencen. Selbst eine Komplementation ist bei amiRNA moglich, durch Verwendung eines

Transgens mit stillen Mutationen (Palatnik et al., 2003).
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3.3. Natiirliche Diversitat des CPK23 Locus

Der Modellorganismus Arabidopsis thaliana kommt verteilt Uber weite Gebiete der nérdliche
Hemisphdre in verschiedensten Habitaten und Lebensrdaumen vor. Dabei findet man die Spezies in
ariden Regionen Zentralasiens, in Hochgebirgslagen der Alpen und des Kaukasus sowie in humiden
Lagen in weiten Teilen der gemaRigten Zonen (Hoffmann, 2002). Einhergehend mit der Fiille
unterschiedlicher Lebensraume ist eine sehr hohe Variabilitdt des Phanotyps der Pflanze. Sowohl in
dulerem Erscheinungsbild, Blih- und Keimungsverhalten, sowie Anpassung an Umweltbedingungen
und Krankheitsresistenz unterscheiden sich verschiedene Okotypen deutlich (Alonso-Blanco et al.,

1999; Stahl et al., 1999; Johanson et al., 2000; Alonso-Blanco et al., 2003; Hannah et al., 2006).

Durch die Sequenzierung des Arabidopsis Okotypus Columbia-0 im Jahr 2000 (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000) und darauffolgend einer Reihe weiterer Arabidopsis Okotypen, wurde die

Basis fiir die Untersuchung der genetischen Grundlage dieser Variabilitat gelegt.

Im Jahr 2008 wurde schlieBlich mit dem 1001 Genomes Project (http://www.1001genomes.org) ein

gemeinsamer Ansatz mehrere Organisationen unternommen, um die Variabilitdt des Arabidopsis
Genoms in 1001 Okotypen zu bestimmen. Die Zielmarke der 1001 Arabidopsis Linien ist mittlerweile
mehr als erreicht. Zum gegenwartigen Zeitpunkt (Stand September 2014) sind bereits iber 1100
Arabidopsis Linien sequenziert. Die Auswertung der gewonnen Daten hat hingegen erst begonnen

und stellt eine wertvolle Quelle an Information fiir die ganze Forschungsgemeinschaft dar.

Analysiert man die vorhanden Sequenz-Daten fiir den CPK23 Locus fallen zwei Dinge auf. Zum einen
besitzt der CPK23 Locus eine deutlich héhere Frequenz an single Nukleotid Polymorphismen (SNP) als
die durchschnittlich zu erwartenden 6 SNPs/kb (Nordborg et al., 2005). Zum anderen ist die
Sequenzinformation fiir viele Okotypen sehr fragmentarisch oder fehlt zum Teil komplett. Letzteres
mag technisch bedingt sein und Resultat der hohen Variabilitit, wodurch eine genaue

Quantifizierung der SNP Frequenz am CPK23 Locus erschwert wird.

Eine Haufung von SNPs und solche mit besonders gravierenden Effekten, wie zum Beispiel verfrithten
Stop-Codons oder Veranderungen von Intron-Exon Grenzen, wurde vor allem bei Genen beobachtet,
die fiir die Interaktion der Pflanze mit ihrer Umwelt wichtig sind (Clark et al., 2007). Wie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, ist CPK23 ein Mediator der ABA abhangigen Genexpression. Es stellt sich also
die Frage, ob die beobachtete Sequenz-Variabilitdt mit einem funktionellen Unterschied einhergeht.

Sollte dies der Fall sein, ist sie womoglich das Ergebnis natirlicher Selektion am CPK23 Locus.
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3.3.1. Funktionelle Analyse von CPK23 unterschiedlicher Arabidopsis Okotypen

Um verschiedene CPK23 Allele auf funktionelle Unterschiede zu Uberpriifen, wurde das bereits
beschriebene Protoplastensystem verwendet (Kapitel 3.1.2). Auf der Basis der vorhandenen
Sequenzinformation des 1001 Genomes Project wurden mit den Okotypen Ler-0, Bur-0 und Tsu-1
solche mit deutlichen Unterschieden zum Referenz Genom Col-0 ausgewahlt. Die CPK23 Sequenz von
Ler-0 (im weiteren GCA2) wurde bereits wahrend der Arbeiten an der Mutante gca2 sequenziert und
kloniert (Korte, 2009). Die codierenden Sequenzen der anderen beiden Okotypen wurden zunichst
aus cDNA amplifiziert (GC 89+90) und anschlieBend in einen pSK Vektor hinter einen 35S Promotor
kloniert (GC 56+57). Vergleicht man die in dieser Arbeit gewonnen Sequenzen (siehe Anhang) mit
denen des 1001 Genom Projects, ergeben sich deutliche Abweichungen. Gleiches gilt fir die Ler-0
Sequenz von Korte (Korte, 2009). Dennoch besitzen alle drei Okotypen eine groRe Anzahl an SNPs

und weichen deutlich von der Referenzsequenz Col-0 ab.

N-Term Kinase Domane Calmodulin Domine
1 \ 1
( Y Y \
Ler-0 O X )
Col-OC NIV IT 1T T T 1N I M1 1 IINITrTr 1T 1T X | )
Bur-0 CIT 01 I || X | )
Tsu-1 CIIEITEIT 11T 1T T OINC T 0 T aIrim ] | )
68 347 520

Abbildung 3.12 Schematischer CPK23 Aminosaure-Sequenzvergleich unterschiedlicher Arabidopsis
thaliana Okotypen
Proteinstruktur von CPK23 bestehend aus N-Terminus (grau, AS 1-68), Serin/ Threonin Kinasedoméane

(rot, AS 69-347) und regulatorischer Calmodulindomane inklusive junction Domane (lila, AS 348-520).
Unterschiede in der priméaren Proteinstruktur von Col-0, Bur-0 und Tsu-1 im Vergleich zu Ler-0 sind
dargestellt. Schwarze Dreiecke symbolisieren Insertionen, schwarze Vierecke Deletionen in der
primdren Proteinstruktur. Striche geben verdnderte Aminosdure an, wobei blau &ahnliche
Aminosauren dargestellt sind, rot hingegen Aminosduren mit unterschiedlichen chemischen
Eigenschaften.

Abbildung 3.12 zeigt Abweichungen der primaren Proteinstruktur von Col-0, Bur-0 und Tsu-1 zur Ler-
0 Sequenz. Die groRRten Unterschiede sind im N-Terminus zu finden. Col-0 und Tsu-1 besitzen dort
eine 8 AS lange Insertion und eine 9 AS lange Deletion. In der Kinasedomaéne finden sich etliche SNPs
die zu Veradnderungen der primaren Proteinstruktur flihren, und noch weitere stille Mutationen
(Nukleotid-Sequenzen siehe Anhang). Die regulatorische Calmodulindomane ist hingegen stark
konserviert und zeigt so gut wie keine Unterschiede. In der Summe ist die Variabilitdt iber die CPK23
Sequenz enorm. Auf Aminosiure Ebene betrigt die Homologie zwischen den Okotypen Ler-0 und

Col-0 gerade einmal 89,6%. Im Vergleich dazu sind die zuvor ebenfalls untersuchten CPKs 15 und 21

gut konserviert. In den drei ausgewahlten Okotypen finden sich in der Summe gerade einmal drei
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SNPs flir CPK21 und vier SNPs fiir CPK15, die zu zwei beziehungsweise vier Aminosdure

Substitutionen fihren.

Flr die Expression in Protoplasten wurden wie zuvor (Abb. 3.6) verkirzte konstitutiv aktive Versionen
von CPK23 verwendet. Abbildung 3.13 zeigt das Ergebnis des Vergleichs in Protoplasten. Wahrend
CPK23-ca aus Col-0, wie zuvor gezeigt, RD29B stark induzierte, hatte GCA2-ca einen negativen Effekt
(bis zu 50% Reduktion) auf die Reporteraktivitdt. CPK23-ca aus Bur-0 dhnelte in seiner Sequenz stark
GCAZ2, verhielt sich im transienten Assay aber vergleichbar zu Col-0. Die Titration Uber einen Bereich
von 100 ng bis 10 pg Effektor DNA in Anwesenheit von ABA (A) zeigte keine nennenswerten
Unterschiede. Ohne ABA (B, weiRRe Balken) war die Induktion reproduzierbar nur etwa halb so stark.
Um zu zeigen, dass die beobachteten Effekte Kinase spezifisch sind, wurde eine katalytisch inaktive
Version von CPK23 (CPK23-na, s. Abb. 3.6) aus Col-0 exprimiert (A). Daftir wurde durch site directed

mutagenesis Aspartat 193 im catalytic loop der Kinase zu Alanin mutiert.
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Abbildung 3.13 Transiente Expression von CPK23-ca verschiedener Arabidopsis Okotypen
Regulation von RD29B::Luc in Col-0 Protoplasten durch CPK23-ca Versionen der Okotypen Ler-0

(GCA2-ca), Bur-0 und Tsu-1. Titration (A) von CPK23-ca der Okotypen Col-0 und Bur-0 sowie GCA2
und einer katalytisch inaktiven Version von Col-0 (CPK23-na). Die Protoplasten wurden nach der
Transfektion mit 3 uM ABA induziert. Punktmessungen (B) aller analysierten Okotypen. Es wurden
jeweils 3 ug CPK23 Effektor DNA verwendet und die Protoplasten mit und ohne 3 uM ABA fiir 16 h
inkubiert. n=9 (A), n=6 (B)
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CPK23-ca aus Tsu-1, das in seiner Sequenz Col-0 dhnelt, induzierte RD29B bei der verwendeten
Effektor Menge von 3 pg nur schwach (B), ohne ABA ums 2,7 fache, mit ABA etwa um den Faktor 1,5.

Daher wurde auf eine Titration verzichtet.

Da die Expression von GCA2-ca sogar eine Reduktion der Reporteraktivitat zur Folge hatte, wurde
dieser Effekt genauer untersucht. Dafiir wurde oben beschriebene Mutation von D193 zu Alanin auch
in GCA2 eingefligt, um zu untersuchen, ob der Effekt eine aktive Kinase erfordert. Abbildung 3.14 A
vergleicht die Werte von oben, mit denen fiir eine inaktive Kinase von GCA2 (GCA2-na). Wie man
sieht, reduzierte GCA2-ca die Reporteraktivitat kontinuierlich bis zu einer Menge von 3 ug Effektor
DNA auf 50%, wahrend GCA2-na mit leichten Schwankungen liber den Konzentrationsbereich keinen
Effekt hatte. Ohne ABA war kein Effekt von GCA2-ca zu beobachten. Deswegen wurde die Aktivitat
von GCA2-ca in aba2 Protoplasten in Abhangigkeit von unterschiedlichen ABA Konzentrationen
untersucht (3.14 B). aba2 Pflanzen besitzen nur geringe Mengen endogener ABA, da die Konversion
von Xanthoxin zu Absiscin Aldehyde, einem Vorlaufer von ABA, durch eine EMS induzierte Mutation
gestort ist (Gonzalez-Guzman et al., 2002). Wie man in Abbildung 3.14 B sehen kann, war der Effekt
von GCA2-ca ABA abhangig. Der negative Effekt von GCA2-ca war begrenzt auf einen Bereich von 1-
10 uM. Fir gewohnlich wurden in dieser Arbeit 3 uM ABA verwendet, da dies weitgehend
physiologischen Konzentrationen unter Stressbedingungen entspricht. Unter diesen Bedingungen

flihrt GCA2 reproduzierbar zu einer reduzierten Reporteraktivitat.
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Abbildung 3.14 Transiente Expression von GCA2-ca in Abhdngigkeit von DNA Menge und ABA
Regulation von RD29B::Luc durch eine konstitutiv aktive Version (GCA2-ca) und eine inaktive Kinase

Version von GCA2 (GCA2-na) in Abhangigkeit unterschiedlicher Mengen Effektor DNA in Anwesenheit
von 3 uM ABA in Col-0 Protoplasten (A). Untersuchung der ABA Abhangigkeit des Effekts von GCA2-
ca (B) in aba2 Protoplasten bei Verwendung von 3 ug Effektor DNA. n=9 (A), n=6 (B)
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Der CPK23 Locus ist héchst variabel in verschiedenen Arabidopsis thaliana Okotypen. Die hier
gezeigten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass sich die verschiedenen Allele auch in ihrer in vivo
Aktivitat deutlich unterscheiden. Wahrend das Allel aus Tsu-1 praktisch inaktiv zu sein scheint,
codieren die Allele in Bur-0 und Col-0 starke positive Regulatoren der ABA Antwort. GCA2, das

entsprechende Ler-0 Protein hatte stattdessen den gegenteiligen Effekt.
3.3.2. Bestimmung essentieller Unterschiede der CPK23 Proteinstruktur

Die Unterschiede in der Proteinsequenz der untersuchten Okotypen sind enorm. Dabei dringt sich
die Frage auf, welche der zahlreichen Unterschiede fiir die verdanderte Funktionalitat verantwortlich
sind. Durch Bestimmung dieser Unterschiede lieBe sich zusammen mit Kristall-Strukturinformation
des Proteins, womoglich Schliisse liber Mechanismus, Funktion und regulatorische Domanen von

CPK23 ziehen. Um dieser Frage nachzugehen, wurden jeweils Ler-0 mit Col-0 und Bur-0 verglichen.
3.3.2.1 Vergleich der Okotypen Columbia und Landsberg erecta

Vergleicht man die Sequenzen aus den Okotypen Col-0 und Ler-0, fillt auf, dass die Polymorphismen
sehr ungleichmafRig Uber die einzelnen Domdanen verteilt sind (Abb. 3.15). Wahrend die
Calmodulindomane nur eine einzige AS Substitution aufweist, besitzt die Kinasedomane eine Vielzahl
(29 — Ubereinstimmung von 89%). Dabei ist es schwierig ohne detaillierte Strukturinformationen
vorauszusagen, welche AS Substitution fiir einen funktionellen Unterschied verantwortlich sein
konnte. Allerdings ist es wahrscheinlicher, wenn gleich nicht zwingend, dass dafiir Aminosduren
verantwortlich sind, die sich deutlich in ihrer GroBe oder den chemischen Eigenschaften

Unterscheiden (rote Markierungen in Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15 Aminoséure alignment des N-Terminus von CPK23 Ler-0/Col-0
Aminosauresequenzen der N-Termini (AA 1-68) von CPK23 aus Ler-0 und Col-0. Deletionen in der

Sequenz sind durch orangen Striche gekennzeichnet. Aminosdure Veranderungen sind fett
hervorgehoben. Vermeintlich gravierende Substitutionen mit AS, die in ihrer Grofle oder ihren
chemischen Eigenschaften deutlich abweichen, sind in rot markiert, dhnliche Aminosauren in blau.
Am unmittelbaren N-terminalen Ende befindet sich eine putative Myristoylierungsstelle, die eine
Verankerung in der Membran erlaubt. Der im Weiteren untersuchte Polymorphismus an Y44 ist
gekennzeichnet.

Die gravierendsten Unterschiede finden sich allerdings im N-Terminus, neben einer Reihe an
einzelnen Aminosauresubstitutionen findet sich dort auch eine 8 AS lange Insertion und eine 9 AS
lange Deletion. Damit betrégt die Ubereinstimmung zwischen den Col-0 und Ler-0 N-Termini gerade
einmal 68,8% und liegt deutlich unter dem durchschnittlichen Gesamtunterschied von 89%.
Abbildung 3.15 zeigt ein alignment der N-Terminus Sequenzen aus Ler-0/Col-0. Dabei sind die
wesentlichen Unterschiede hervorgehoben. Grundsatzlich ist der N-Terminus zwischen einzelnen
CPKs wenig konserviert, und es sind keine Strukturinformationen vorhanden. In erster Linie werden
ihm zwei Funktionen zugeordnet. Zum einen haben die meisten CPKs an ihrem unmittelbaren N-
terminalen Ende eine vorausgesagte Myristoylierungsstelle, die fir eine Verankerung an der
Plasmamembran verantwortlich ist (Boudsocq und Sheen, 2012). Fiir GCA2 wurde zuvor bereits eine
Lokalisation an der Membran gezeigt (Korte, 2009). Zum anderen wird angenommen, dass der N-
terminus von CPKs fir Interaktion mit anderen Proteinen und ihre Substratspezifitat wichtig ist. So
wurde fur CPK1 aus Nicotiana tabacum gezeigt, dass der N-terminus flr die Interaktion mit dem
Transkriptionsfaktor RSG und die in vivo Funktion von NtCPK1 notwendig ist. Durch einen domain-
swap der N-terminalen Doméanen zwischen NtCPK1 und AtCPK9 war es moglich, die in vivo Funktion

auf die Arabidopsis CPK zu tbertragen (Ito et al., 2010).

Daher ist die Hypothese naheliegend, dass Anderungen im N-terminus, durch die eventuell
Interaktionen mit Zielproteinen verloren gegangen sind, zwischen Col-0 und Ler-0 zu dem
beobachteten Funktionsunterschied fiihren. Deswegen wurden entsprechend der N-Terminus
zwischen Ler-0 und Col-O ausgetauscht und chimare Proteine erzeugt, die Bestandteile beider

Okotypen besitzen. Abbildung 3.16 zeigt schematisch die erzeugten Konstrukte. Dabei wurde unter
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Verwendung der Restriktionsschnittstelle BstBl die N-terminale Domane ausgetauscht. Aullerdem
wurden Konstrukte hergestellt, bei denen zusatzlich Teile der sehr variablen Kinasedomane

ausgetauscht wurden. Dies geschah mittels overlap extension PCR (GC 83-86).

Entgegen der Erwartungen zeigten die erzeugten Fusionsproteine kein verandertes Verhalten im
Protoplasten Reportersystem. Die Col-0 Kinasen mit Ler-0 N-Terminus blieben aktiv, wahrend die
GCA2 Proteine auch mit erheblichem Anteil Col-0 inaktiv blieben. Der N-Terminus scheint fiir die in
vivo Funktion von CPK23 entweder keine oder nur eine untergeordnete Rolle zu besitzen. Die
Unterschiede zwischen Ler-0 und Col-0 kdnnen damit zumindest nicht erklart werden. Eine weitere
mogliche Erkldarung fiir den funktionellen Unterschied, ist der Verlust oder die Veranderung von
regulatorischen Stellen im CPK23 Protein. Proteine werden vielfdltig post-translational modifiziert.
Insbesondere bei Proteinen in Signaltransduktionswegen, deren Aktivitdt situationsbezogen
verandert werden soll, ist das Ublich. Die mit Abstand haufigste Modifikation ist die reversible

Phosphorylierung.
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Abbildung 3.16 Konstruktion und Expression von Ler-0/ Col-0 CPK23 Chimiren Proteinen
Unterschiedliche Fusionsproteine zwischen Ler-0 und Col-0 wurden erzeugt, in dem mittels

Restriktionsverdau oder overlap extension PCR der N-Terminus (AS 1-63) beziehungsweise zusatzlich
Teile der Kinasedomane (AS 1-131) ausgetauscht wurden. AnschlieRend wurden die Fusionsproteine
in Col-0 Protoplasten exprimiert. Daflir wurden jeweils 3 ug Effektor DNA verwendet und eine Halfte
der Ansatze mit 3 uM ABA induziert. n=3.
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Dafir kommen in Pflanzen in erster Linie die OH-Gruppen der Aminosduren Serin und Threonin in
Frage. Es wurde aber auch schon die Phosphorylierung von Tyrosin in Pflanzen gezeigt (Oh et al.,
2009). Obwohl bisher wenige Beispiele fiir Tyrosin Phosphorylierung in Pflanzen beschrieben
wurden, ist nach neueren Erkenntnissen davon auszugehen, dass Tyrosin Phosphorylierung in
Pflanzen nicht so ungewdhnlich ist, wie bisher angenommen (Mithoe und Menke, 2011). So wurde
zum Beispiel fiir CPK4 und CPK34 gezeigt, dass sie Tyrosin Kinase Aktivitat besitzen und an einem
Tyrosin Rest im N-Terminus autophosphoryliert werden (Oh et al., 2012). GCA2 besitzt im N-
Terminus einen Tyrosin Rest an Position 44 (Abb. 3.15), in CPK23 befindet sich an entsprechender
Stelle ein Aspartat. Deshalb wurde untersucht, ob womdglich durch Tyrosin Phosphorylierung an
dieser Stelle eine Regulation ausschlieBlich des Ler-0 Proteins stattfindet. Um eine mdgliche
Phosphorylierung an Y44 zu imitieren, wurde die Position in GCA2 zu Aspartat (GC 32+33) mutiert,
um die negative Ladung einer moglichen Phosphorylierung zu imitieren, beziehungsweise als
Kontrolle zu Phenylalanin (GC 96+97). In CPK23 wurde die entsprechende Stelle zu Tyrosin mutiert
(GC 63+64).
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Abbildung 3.17 Transiente Expression von GCA2 Y44 phosphosite Mutationen
Regulation von RD29B::Luc durch GCA2-ca, GCA2-ca Y44”F und durch eine katalytisch inaktive

Version GCA2-na Y44° (A). Die entsprechende Position in CPK23, D53 wurde zu Tyrosin mutiert und in
Protoplasten exprimiert (B). Die Ansatze bei A+B wurden jeweils geteilt und eine Halfte mit 3 uM ABA
induziert. Vergleich der Induktionsstirken (C) zwischen GCA2-ca Y44° und CPK23-ca durch
Transfektion von DNA Mengen von 1-10 pg in Anwesenheit von 3 uM ABA. n=3 (A+B), n=9 (C).

Abbildung 3.17 zeigt den Einfluss dieser Mutationen an der putativen Phosphorylierung Stelle (im

Weiteren als phosphosite Mutationen bezeichnet) auf den Effekt von GCA2 auf die RD29B Induktion.

Sowohl Austausch durch Aspartat als auch Phenylalanin fiihrte zu einer Umkehrung der Funktion von
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GCA2 hin zu einem positiven Regulator (3.17 A). Dieser Effekt war ebenfalls Kinase abhangig, wie
man an der Expression einer nicht aktiven Version von GCA2 Y44D sehen konnte. Die Mutation der
entsprechenden Stelle in CPK23 zu Tyrosin hatte hingegen keinen Effekt auf die CPK23-ca Aktivitat
(B). Der quantitative Vergleich der Induktionsstdrken (C) zeigte, dass GCA2 durch die eingefiigten
Mutationen nur etwa ein Drittel der Aktivierungsstarke von CPK23 erreicht. Tyrosin 44 scheint eine
wichtige Aminosaure fir die Funktion von GCA2 zu sein, da durch Mutagenese zumindest eine
partielle Aktivierung erreicht wurde. Der genaue Mechanismus ist allerdings unklar. Da der Austausch
mit Aspartat und Phenylalanin den gleichen Effekt hatte, scheint eine Phosphorylierung eher
unwahrscheinlich. Auch Versuche mit anti Tyrosin Antikérpern, eine Phosphorylierung an dieser

Stelle nachzuweisen, verliefen erfolglos (PleiBner, unveréffentlicht).

Neben der Moglichkeit einer Tyrosin Modifikation sind in erster Linie Phosphorylierungen an Serin
und Threonin Resten zu erwarten. GCA2 wurde bereits frilher auf moégliche Autophosphorylierung
mittels massenspektrometrischer Analyse untersucht. Dabei wurden in der Summe 33 mogliche
Autophosphorylierungsstellen gefunden (Wellmann, 2013). Interessant erscheint dabei in erster Linie
Serin 218, das sich im aktiven Zentrum der Kinase befindet. Dieser Bereich ist sehr gut konserviert
zwischen CPKs, CIPKs und SnRK2 Kinasen. Serin 218 gehort zum Magnesium binding loop der Kinase
(Nolen et al., 2004). Unmittelbar davor befindet sich das Aminosdure-Motiv DFG. Es ware denkbar,
dass die Kinase Aktivitdt von GCA2/CPK23 durch eine Phosphorylierung an dieser Stelle reguliert
wird. Um den Effekt einer Autophosphorylierung zu untersuchen, wurden Mutationen in GCA2 und
CPK23 mittels SDM zu Alanin beziehungsweise Aspartat erzeugt. Wie man in Abbildung 3.18 (A)
sehen kann, flhrte ein Austausch von Serin 218 durch Alanin ebenfalls zu einer Aktivierung von
GCA2, wahrend eine Substitution mit Aspartat keinen Effekt hatte. Flir CPK23 hatte die Mutation zu
Alanin hingegen nur einen geringen Effekt (Reduktion der Induktionsstarke um etwa 1/3), wéhrend
ein Aspartat an Position 218 zur totalen Inaktivierung fiihrte. Abbildung 3.18 B zeigt den
quantitativen Vergleich der Induktionsstirken von GCA2-ca $218"* und CPK23-ca. Wie zuvor bereits
fir GCA2-ca Y44° (vgl. Abb. 3.17 C) gezeigt wurde, ist die Aktivierung nur partiell. Um vergleichbare
Induktionsraten zu erreichen, wurde ungefahr die zehnfache Effektor DNA Menge benétigt. Serin 218
ist offensichtlich wichtig fur die Aktivitdt der Kinase. Die Substitution mit Alanin in GCA2 legt nahe,
dass GCA2 an dieser Stelle durch Autophosphorylierung inaktiviert wird. Fiir CPK23 wurden keine

Autophosphorylierungsstellen bestimmt.
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Abbildung 3.18 Transiente Expression von GCA2/CPK23 S218 phosphosite Mutationen
Regulation von RD29B::Luc durch GCA2-ca S218"° und CPK23-ca $218"° in Col-0 Protoplasten (A).

Pro Ansatz wurden 3 g Effektor-DNA verwendet, die Ansatze wurden nach der Transfektion geteilt
und eine Halfte mit 3 uM ABA induziert. Quantitativer Vergleich der Induktionsstarken (B) von GCA2-
ca $218" und CPK23-ca. Alle Ansitze wurden mit 3 pM ABA induziert. n=3 (A), n=4 (B).

Es ware allerdings anzunehmen, dass die Autophosphorylierung an $S218 in CPK23 unterbleibt. Auch
wenn mit Serin 218 ein moglicher regulatorischer Unterschied gefunden werden konnte, bleibt die

Frage offen, wodurch diese Autophosphorylierung reguliert wird, und welche strukturellen

Unterschiede dies in CPK23 verhindern.
3.3.2.2 Vergleich der Okotypen Landsberg und Burren

Da der Austausch des N-Terminus zwischen Ler-0 und Col-0 nicht den erhofften Effekt hatte, muss
wohl davon ausgegangen werden, dass sich der relevante Unterschied in der Kinasedomane
befindet. Dabei gestaltet sich die Suche schwierig, schlicht auf Grund der groRen Anzahl an
Aminosauresubstitutionen zwischen den Okotypen Ler-0 und Col-0 (29 in der Kinasedomine).
Vergleicht man hingegen CPK23 in Ler-0 mit Bur-0, gibt es wesentlich weniger mégliche Kandidaten.
CPK23-ca Bur-0 besitzt im transienten Assay vergleichbare Aktivitat zu CPK23-ca aus Col-0 (Abb. 3.13
A) ist in seiner Sequenz allerdings wesentlich dhnlicher zu Ler-0 und besitzt (iber die ganze
Proteinsequenz gerade einmal zehn AS Substitutionen (Abb. 3.19). Grenzt man die Analyse weiter auf

die Kinasedomane ein, gibt es gerade einmal sechs Unterschiede in der Proteinsequenz.
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AAAGTIKSIV
AAAGIIRSIV

187
SVVQICHLKG

DVVQICHLNG
SVVQICHFMG

VIHRDLKPEN
VIHRDLKPEN
VIHRDLKPEN

FLESSKEENA
FLESSKEENA
FLFSSKEENA

MLKVTDFGLS
MLKVTDFGLS
MLKVTDFGLS

AFIEEGKVYQ
AFIEEGKIYK
AFIEEGKVYQ

229
Ler-0 DVAGSPYYVA
Col-0 DVVGSPYYVA
Bur-0 DVAGSPYYVA

PEVLRRSYGK
PEVIRQSYGK
PEVLRRSYGK

EIDIWSAGVI
EIDIWSAGVI
EIDIWSAGVI

LYTLLCGVPP
LYILLCGVPP
LYILLCGVPP

FWADNEIGIF
FWADNEEGVF
FWADNEIGIF

DEILKCEIDF
VEILKCKIDF
DEILKCEIDF

290 298

ESQPWPSISE
VREPWPSISD
ERQPWPSISG

SAKDLVEKKML
SAKDLVEKML
SAKDLVEKEKML

309
Ler-0 TEDPKRRITA

Col-0 TEDPKRRITA
Bur-0 TEDPKRRITA

EQVLEHPWIK
AQVLEHPWIK
EQVLEHPWIK

GGEAPDKPID
GGEAPEKPID
GGEAPDKPID

347
STVLSRMKQ
STVLSRMKQ
STVLSRMKQ

Abbildung 3.19 Aminoséure alignment der Kinasedoméne von CPK23 aus Ler-0/Col-0/Bur-0
Aminosduresequenzen der Kinasedomine (AA 69-347) von CPK23 aus Ler-0/Col-0 und Bur-0.

Aminosaure Veranderungen sind fett hervorgehoben. Vermeintlich gravierende Substitutionen mit
AS, die in ihrer GroRe oder ihren chemischen Eigenschaften deutlich abweichen, sind in rot markiert,
dhnliche Aminosauren in blau. Putativ entscheidende Unterschiede sind mit ihrer Position markiert.

Desweiteren wurde angenommen, dass der relevante Unterschied zwischen Bur-0, auch in Col-0 von
der Ler-0 Sequenz abweichen misse. Unter diesen Gesichtspunkten findet man drei mogliche
Kandidaten in der Ler-0 Sequenz, die in Abbildung 3.19 mit ihren Koordinaten hervorgehoben sind.
Anstelle von Lysine 187 befindet sich in Bur-0 ein Methionin und in Col-0 ein Asparagin. Chemisch
gesehen unterscheiden sich Asparagin und Methionin zwar, beide Aminosduren stellen aber auch
eine deutliche Abweichung zum basischen Lysin dar. Ein weiterer moéglicher Kandidat ist Serin 290,
das sowohl in Bur-0 als auch Col-0 durch ein Asparagin ersetz ist. Die dritte gemeinsame Abweichung
findet sich an Position 298. In Ler-0 befindet sich dort ein Glutamat, in Bur-0 ein Glycin und in Col-0
ein Aspartat. Da sich Aspartat und Glutamat dhneln und sich nur durch ihre GroRRe unterscheiden,
wurde dieser Kandidat allerdings verworfen. Die anderen beiden Stellen wurden jeweils in Ler-0 und
Bur-0 mittels SDM mutiert und auch Doppelmutanten erstellt, fiir den Fall, dass beide Stellen

kooperativ fiir den Unterschied verantwortlich sind.

Die eingebrachten Mutationen hatten in GCA2 keinen Effekt (Abb. 3.20) sowohl K187", $290" als
auch eine Kombination beider Stellen. Die Aktivitdt von Bur-0 wurde hingegen durch die Mutation
von Arginin 290 zu Serin deutlich, um etwa 50%, mit und ohne ABA reduziert. Die eingebrachte

Mutation an Methionin 187 war hingegen ohne Effekt.
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Abbildung 3.20 Transiente Expression von GCA2/CPK23 Bur-0 Punktmutationen
Regulation von RD29B::Luc durch verschiedene mutierte GCA2-ca/CPK23-ca Bur-0 Versionen in Col-0

Protoplasten. Die angegeben AS-Substitutionen wurden mittels SDM erzeugt und jeweils 3 ug
Effektor-DNA fiir die Protoplasten Transfektion verwendet. Die Ansidtze wurden geteilt und eine
Halfte mit 3 uM ABA induziert. n=3.

Serin 290 stellt einen potenziell wichtigen strukturellen Unterschied zwischen Ler-0 und Bur-0/Col-0
dar. Es ist selbstverstiandlich nicht auszuschlieBen, dass Serin 290 auch eine madgliche
Phosphorylierungsstelle in Ler-0 ist, auch wenn sie in bisherigen Studien nicht als solche beschrieben
wurde. Neben Serin 290 wurden mit Serin 218 und Tyrosin 44 zwei weitere wichtige Stellen
identifiziert, die flr die Aktivitdt von CPK23 in vivo relevant sind. Allen Stellen gemeinsam ist, dass
keine allein den zuvor beobachteten Unterschied (Abb. 3.13) erkldren kann. Das ist allerdings auch
nicht sonderlich Uberraschend. Die Tatsache, dass mehrere Unterschiede an ganz unterschiedlichen
Positionen des Proteins die Aktivitat beeinflussen, lasst einen komplexeren Mechanismus als einen

singuldren Polymorphismus, der die Aktivitdt bestimmt, vermuten.
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3.4. Funktion von CPK23 in der Abscisinsdure Signaltransduktion

CPK23 ist ein positiver Regulator der Abscisinsdaure Signaltransduktion, wahrend GCA2, das
entsprechende Protein in Landsberg, die Signaltransduktion negativ beeinflusst. Im vorherigen
Kapitel wurde versucht, durch gezielte Mutagenese und Vergleich der Proteinsequenzen
unterschiedlicher Okotypen diesen funktionellen Unterschied aufzukliren. Um die generelle
Wirkungsweise von CPK23 zu verstehen, ist es darlber hinaus unerlasslich Interaktionen und
mogliche Regulation zentraler Komponenten der ABA Signaltransduktion zu untersuchen. Es ist
durchaus denkbar, dass sich die beobachteten funktionellen Unterschiede auch in verandertem

Verhalten zu diesen Kern-Komponenten der ABA Signalkette widerspiegeln.

Um dieser Fragestellung nachzugehen, wurde CPK23/GCA2 mit verschiedenen zentralen
Signalkomponenten in Protoplasten co-exprimiert und Interaktionen mittels yeast two hybrid
untersucht. Die meisten Experimente wurden sowohl mit GCA2 als auch CPK23 durchgefiihrt. Da der
Effekt von CPK23 jedoch wesentlich eindriicklicher und besser zu quantifizieren ist, liegt der Focus

dieses Kapitels hauptsachlich auf dem Col-0 Protein.
3.4.1. Regulation und Interaktion mit Protein Phosphatasen vom Typ2C

In der Literatur ist CPK23 als Regulator der Anionenkandle SLAC1 und SLAH3 beschrieben (Geiger et
al., 2010; Geiger et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeiten wurde auch eine Interaktion zwischen
CPK23 und ABI1 in Xenopus Oocyten mittels BIFC gezeigt. ABI1 gehort zur Familie der Protein
Phosphatasen vom Typ2C (PP2C). PP2Cs bilden zusammen mit RCAR Proteinen den ABA-Rezeptor
und sind zentrale negative Regulatoren der ABA Signaltransduktion. Fir eine ganze Reihe
unterschiedlicher Komponenten der Signalkaskade wurden Interaktionen mit PP2Cs gezeigt, neben
RCARs (Ma et al., 2009; Fuchs et al., 2014) wurden Interaktionen mit CIPKs (Guo et al., 2002; Ohta et
al., 2003), SnRK2s und CPKs, sowie ABF Transkriptionsfaktoren gezeigt (Umezawa et al., 2009; Lynch
et al., 2012). Die Interaktion mit CPK23 wurde analog zu der mit SnRK2 Kinasen interpretiert und

postuliert, dass PP2Cs CPK23 in Abwesenheit von ABA inhibieren (Geiger et al., 2010).
3.4.1.1 Yeast-two-hybrid Interaktionsstudie von CPK23 mit PP2CA

In vorhergehenden Arbeiten am Lehrstuhl fiir Botanik wurde die Interaktion zwischen GCA2 und den
clade A PP2Cs systematisch mittels Y2H untersucht (Fuchs, 2013). Dabei konnten Interaktionen mit
mehreren Mitgliedern dieser Familie bestatigt werden. Die starkste Interaktion wurde mit PP2CA
beobachtet. Um zu Uberpriifen, ob auch das Col-0 Protein mit PP2CA interagiert, wurde diese

Interaktion mittels Y2H Uberprift. Daftr wurden GAL4 AD Fusion von PP2CA mit BD Fusion von
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GCA2/CPK23 verwendet. GCA2 interagierte mit PP2CA, allerdings nur eine katalytisch aktive Version,
eine inaktive Kinase zeigte keine Interaktion. Bereits fiir andere CPKs wurde im Y2H gezeigt, dass die
Kinasefunktion fiir den Nachweis von Interaktionen wichtig ist (Uno et al.,, 2009), umso
bemerkenswerter ist, dass das Col-0 unabhangig von seiner enzymatischen Aktivitdt mit PP2CA
interagierte (Abb. 3.21). Man kénnte daraus den Schluss ziehen, dass die Interaktion zwischen
CPK23-ca und PP2CA starker ist als die mit GCA2-ca. Der verwendete Histidin Wachstumsassay ist
allerdings nicht quantitativ. Grundsatzlich kann zumindest davon ausgegangen werden, dass sich die
Proteine in beiden Okotypen nicht nennenswert in ihrem Interaktionsverhalten zu PP2Cs

unterscheiden.

BD/AD -1/ -W -L/-W/-H

/ PP2CA

GCA2-ca /

GCA2-ca| PP2CA

GCA2-na| PP2CA

CPK23-ca| PP2CA

CPK23-na| PP2CA

CPK23-ca /

Abbildung 3.21 Y2H Interaktionsstudie zwischen GCA2/CPK23 und PP2CA
Hefekulturen wurden in einer Verdiinnungsreihe auf selektivem Nahrmedium aufgetropft und fiir 4

Tage bei 30°C inkubiert. Wachstum auf -L/ -W Medium dient als Kontrolle der positiven Doppel-
Transformation, wahrend Wachstum auf -L/ -W/ -H positive Interaktionen anzeigt. GCA2/CPK23-ca
und -na wurden mit der GAL4 DNA Bindedomaéane fusioniert, PP2CA mit der Aktivator Domane. Als
Negativkontrolle wurden Hefen mit Leervektoren verwendet.

3.4.1.2 Co-Expression von CPK23 mit PP2Cs im Protoplastensystem

PP2Cs sind starke negative Regulatoren der ABA Antwort, entsprechend lasst sich dieser Effekt auch
auf die RD29B Induktion im Protoplastensystem darstellen (Fujii et al., 2009). CPK23 hingegen ist ein
starker positiver Regulator der ABA Antwort (Abb. 3.13). Fiihrt die beobachtete Interaktion zu einer
Regulation einer der beiden Bindungspartner, sollte sich dies bei Co-Expression beider Komponenten
im Protoplastensystem darstellen lassen. Um dies zu tberpriifen, wurde CPK23 mit ansteigenden
Mengen PP2CA oder AHG1 in Protoplasten exprimiert. AHG1 war eine der wenigen PP2Cs, die im Y2H
System keine Interaktion mit CPK23 zeigten (Fuchs, 2013). Grundsatzlich sind beide Phosphatasen
starke negative Regulatoren, wobei PP2CA einen starkeren Effekt zeigte und nur 300 ng Effektor DNA
fir eine fast 90% Inhibition ausreichend waren, wahrend von AHG1 mehr als die 3-fache Menge an
DNA fir einen vergleichbaren Effekt notig waren (schwarze Linien Abb. 3.22 A+B). Vergleicht man
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den Effekt der beiden Phosphatasen auf die CPK23-ca Induktion, ergeben sich hingegen deutliche
Unterschiede (Abb. 3.22 A+B, rote Kurven). PP2CA ist in der Lage die CPK23 Induktion weitgehend
komplett aufzuheben, wahrend AHG1 auch bei hohen Konzentrationen nur eine Inhibierung von 33%
(+/- 13%) erreichte. In Abbildung 3.22 A+B sind die Kontrollen ohne PP2C jeweils auf 100% gesetzt,
die Abbildungen C+D zeigen hingegen die gemessenen absoluten Werte, wobei deutlich wird, dass
die Induktionswerte in Abwesenheit von PP2Cs durch Expression von CPK23-ca etwa 4-fach héher
lagen. Das bedeutet, dass etwa 75% der ABA Induktion der roten Kurven durch ektopische CPK23
Expression zu Stande kamen, wahrend die lbrigen 25% von endogenen Komponenten abhangig
waren. Bedenkt man den Effekt der PP2Cs auf die grundsatzliche RD29B Reporteraktivitdt (schwarze
Balken in C+D), war der Effekt von AHG1 auf die CPK23 Induktion eher marginal. Um dies deutlich zu
machen, wurden in Abbildung 3.22 (C+D) die theoretisch zu erwartende Werte dargestellt (nicht
ausgefullte rote Balken), unter der Annahme, dass CPK23 komplett unabhangig von PP2CA/AHG1 ist

und nur endogene Signalkomponenten reguliert werden.
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Abbildung 3.22 Transiente Co-Expression von CPK23 mit PP2Cs
Negative Regulation von RD29B::Luc durch PP2CA (A) und AHG1 (B) in Col-0 Protoplasten.

Ansteigende Mengen DNA der beiden PP2Cs wurden allein (schwarze Linien) oder mit 3 pg CPK23-ca
DNA transfeziert (rote Linien). Die Kontrollen ohne PP2Cs wurden dabei jeweils auf 100% gesetzt.
Darunter abgebildet (C+D) sind die gemessenen absoluten Werte. Die roten nicht ausgefullten Balken
geben errechnete, theoretisch zu erwartende Werte an, fir den Fall, dass PPC2A/AHG1 nur
endogene Signalkomponenten negativ regulieren aber keinen Einfluss auf die CPK23 Induktion
haben. Alle Proben wurden mit 3 uM ABA induziert. n=5.

Wie man sieht, sind die Effekte der beiden Interaktionspartner CPK23 und PP2CA voneinander
abhangig, wahrend das bei AHG1 und CPK23, die im Y2H nicht miteinander interagierten, kaum der
Fall zu sein scheint. Es ist davon auszugehen, dass dem Befund eine Regulation zwischen CPK23 und

PP2CA zu Grunde liegt, wobei sich allein aus den vorliegenden Daten nicht genau sagen lasst in

welcher Richtung.
3.4.2. Regulation und Interaktion mit bZip Transkriptionsfaktoren

Nach der Identifikation von CPK23 als positivem Regulator, ist ein nachster Schritt nach moglichen
untergeordneten Komponenten in der Signaltransduktion zu suchen, die von der Kinase durch
Phosphorylierung reguliert werden. Fir einen wesentlichen Teil der ABA abhangigen Genexpression
sind bZip Transkriptionsfaktoren verantwortlich (Yoshida et al., 2010). Im Wesentlichen sind das die
Transkriptionsfaktoren ABI5 und ABF1-4, die durch ABA abhangige Phosphorylierung durch SnRK2
Kinasen reguliert werden (Kobayashi et al., 2005; Fujita et al., 2009; Sirichandra et al., 2010).
Daneben wurde allerdings auch die Phosphorylierung von ABFs durch CPKs gezeigt (Zhu et al., 2007,
Zhao et al., 2011a). Auch fiir GCA2 wurde bereits frither Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors

ABF1 gezeigt und potentielle Ziel-Stellen durch MS-Analyse bestimmt (Wellmann, 2013).
3.4.2.1 Co-Expression von CPK23 mit ABFs im Protoplastensystem

Um eine mogliche Regulation der Transkriptionsfaktoren durch CPK23 zu untersuchen, wurden diese
in Protoplasten co-exprimiert. Zum Vergleich wurden entsprechende Ansadtze auch mit den SnRK2
Kinasen D/E/I durchgeflihrt, die als Regulatoren verschiedener ABFs beschrieben wurden. Da sich die
SnRK2 Induktion wesentlich besser in entsprechenden KO-Protoplasten darstellen lasst, wurden fir

diese Experimente snrk2de oder snrk2di Pflanzen verwendet.

ABI5 und ABF1-4 fiihrten bei Expression in Protoplasten zu einer Induktion von RD29B (Abb. 3.23 +
3.24). Diese Induktionsraten waren zwischen den einzelnen Transkriptionsfaktoren recht vergleichbar
und lagen ohne ABA zwischen 4-11x Induktion, mit ABA 4-25x. Nur die ABI5 Induktion fiel dabei

etwas geringer aus.
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Abbildung 3.23 Transiente Co-Expression von CPK23 und OST1 mit ABFs
Regulation von RD29B::Luc durch ABI5 und ABF1-4 allein und zusammen mit den Kinasen CPK23 und

OST1. Jeweils 3 pug DNA der verschiedenen Effektoren wurden fiir die Transfektion von snrk2de
Protoplasten verwendet. Die Ansatze wurden nach der Transfektion geteilt, eine Halfte mit 3 uM ABA
induziert und nach 6h gemessen Unter dem Diagramm angegeben sind die Induktionszahlen in
Relation zum nicht induzierten Reporterkonstrukt. Der Farbcode gibt die Induktion im Vergleich zur
jeweils entsprechenden Kontrolle an. Griin eingefarbt sind schwache Induktionen (2-5x), blau mittel
starke Induktionen (5-10x) und rot eingefarbt starke Induktion (>10x). WeiRe Felder geben an, dass
keine nennenswerte Induktion gemessen werden konnte. n=6.

Alle drei SnRK2 Kinasen hatten allein nur einen geringen Effekt auf die Reporteraktivitat (bis maximal
5x mit ABA), wahrend CPK23, wie bereits friher gezeigt, sowohl mit als auch ohne ABA, zu einer
starken Induktion fiihrte(8x mit und ohne ABA). Bei Co-Expression der verschiedenen SnRK2s mit
ABFs zeigten sich starke Effekte mit einer klaren Praferenz fiir ABF2 und ABF4. Insbesondere SnRK2.2
(SNRK2D) und 2.3 (SnRK2l) scheinen recht spezifisch diese beiden Transkriptionsfaktoren zu
aktivieren, so lagen die Induktionsraten mit ABA um das 6-8x (ABF2) und um das 23-29x (ABF4) héher
als bei Expression der Transkriptionsfaktoren allein (Abb. 3.24). Die Induktion von ABI5, ABF1 und
ABF3 war dagegen eher marginal. OST1 (SnRK2E) zeigte ebenfalls eine Praferenz fiir ABF2 und ABF4,

induzierte aber auch die anderen ABFs deutlich, wenn gleich in etwas geringerem MaRe(Abb. 3.23).
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Abbildung 3.24 Transiente Co-Expression von SnRK 2.2 und 2.3 mit ABFs
Regulation von RD29B::Luc durch ABI5 und ABF1-4 allein und zusammen mit den Kinasen SnRK2.2

und 2.3. Jeweils 3 ug DNA der verschiedenen Effektoren wurden fiir die Transfektion von snrk2di
Protoplasten verwendet. Die Ansatze wurden nach der Transfektion geteilt, eine Halfte mit 3 uM ABA
induziert und nach 6h gemessen. Unter dem Diagramm angegeben sind die Induktionszahlen in
Relation zum nicht induzierten Reporterkonstrukt. Der Farbcode gibt die Induktion im Vergleich zur
jeweils entsprechenden Kontrolle an. Griin eingefarbt sind schwache Induktionen (2-5x), blau mittel
starke Induktionen (5-10x) und rot eingefarbt starke Induktion (>10x). WeiRe Felder geben an, dass
keine nennenswerte Induktion gemessen werden konnte. n=4.

Allen SnRK2s gemeinsam war ihre starke ABA Abhangigkeit. Im Gegensatz dazu induzierte CPK23
bereits ohne ABA alle Transkriptionsfaktoren mit Ausnahme von ABI5 stark (Abb. 3.23). Mit ABA kam
es jedoch noch einmal zu einem zusétzlichen Effekt. Auch CPK23 induzierte praferenziell ABF2 und
ABF4, hatte aber auch deutliche Einfliisse auf ABF1 und ABF3. Nur ABI5 zeigte kaum spezifische

Aktivierung durch CPK23. Die gemessenen Werte entsprachen weitgehend den additiven Werten der

unabhangigen Expression beider Faktoren.

Die Co-Expression der ABF Transkriptionsfaktoren mit SnRK2s und CPK23 zeigte teils eine sehr
deutliche spezifische Aktivierung. Fiir SnRK2s wurde eine direkte Phosphorylierung und Regulation

bereits gezeigt, fir CPK23 ware dies anzunehmen, wenn gleich auch nicht ausgeschlossen werden
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kann, dass andere Komponenten zwischengeschaltet sind, die dann in der Folge zu einer Aktivierung

einzelner ABFs fiihren.
3.4.2.2 Yeast-two-hybrid Interaktionsstudie von CPK23 mit ABFs

Einen starken Hinweis auf eine direkte Regulation der ABFs durch CPK23 wiirde sich durch den
Nachweis einer Interaktion der Proteine ergeben. Deswegen wurden mittels Y2H untersucht, ob eine
Interaktion zwischen CPK23/GCA2 und ABF Transkriptionsfaktoren gefunden werden kann. Dafir
wurde CPK23/GCA2 als verkiirzte konstitutiv aktive Version (-ca) sowie als Vollldnge Protein mit GAL4
BD fusioniert. ABI5 und ABF 1-4 wurden mit der GAL AD fusioniert. Zusatzlich zur Kontrolle wurde
OST1 auf eine Interaktion mit ABFs untersucht, da diese Interaktionen in der Literatur bereits

beschrieben sind (Sirichandra et al., 2010; Lynch et al., 2012).

Im Y2H Assay konnte allerdings keine Interaktion nachgewiesen werden (Abb. 3.25). Auf - HIS Platten
konnten lediglich Konstrukte mit AD-ABF3 wachsen, die allerdings auch schon in der Negativ-
Kontrolle mit Leervektor Wachstum zeigten. Es muss daher davon ausgegangen werden, dass AD-
ABF3 autoaktivierend ist. Flr alle anderen untersuchten Kombinationen konnte keine positive
Interaktion gefunden werden, auch nicht fiir die bereits publizierten ABF-OST1 Kombinationen.
Deswegen kann eine Interaktion zwischen CPK23 und ABFs auch nicht ausgeschlossen werden. Falsch
negative und falsch positive Ergebnisse sind im Y2H nicht uniblich. Zumindest fiir andere CPKs wurde

eine direkte Interaktion mit ABFs gezeigt (Lynch et al., 2012; Lu et al., 2013).
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Abbildung 3.25 Y2H Interaktionsstudie zwischen GCA2/CPK23/0ST1 und ABFs
Hefekulturen wurden in einer Verdiinnungsreihe auf selektivem Nahrmedium auf getropft und fir 4

Tage bei 30°C inkubiert. Wachstum auf -L/ -W Medium dient als Kontrolle der positiven Doppel-
Transformation, wahrend Wachstum auf -L/ -W/ -H positive Interaktionen anzeigt.
GCA2/CPK23/0ST1 wurden mit der GAL4 DNA Bindedomane fusioniert, die Transkriptionsfaktoren
ABI5 und ABF1-4 mit der Aktivatordomane. Als Negativkontrolle wurden Hefen mit Leervektoren
verwendet. Als Positivkontrolle wurden PP2CA und RCAR3 Konstrukte verwendet.

3.4.3. Analyse der putativen CPK23 - OST1 Interaktion

Neben ABF Transkriptionsfaktoren und PP2Cs sind zwei weitere Komponenten notwendig, um den
minimalen ABA Kern-Signalweg zu bilden (Fujii et al., 2009), zum einen der eigentliche ABA Rezeptor,
ein Protein der RCAR Familie (Ma et al., 2009), zum anderen sind SnRK2 Kinasen zentraler Bestandteil
der ABA Signaltransduktion (Fujii et al., 2011) insbesondere die Kinasen 2.2 (D)/2.3 (I) und 2.6 (E), die
fir einen wesentlichen Bestandteil der ABA abhangigen Genexpression verantwortlich sind (Fujii und
Zhu, 2009; Fujita et al., 2009). SnRK2.6, das prominenteste Mitglied dieser Familie, auch bekannt
unter der Bezeichnung open stomata 1 (OST1), ist essentiell fir den Schluss der Stomata unter
Trockenstress (Mustilli et al., 2002). Das liegt an der Rolle von OST1 in der Regulation von
lonenkanalen (Geiger et al., 2009; Sato et al., 2009). Daneben wurde allerdings auch eine direkte

Interaktion und Phosphorylierung von ABF Transkriptionsfaktoren gezeigt (Sirichandra et al., 2010).
3.4.3.1 Analyse putativer OST1 Phosphorylierungsstellen durch zielgerichtete Mutagenese

Auf Grund der zentralen Stellung von OST1 in der ABA Signaltransduktion ist eine Untersuchung auf
mogliche Interaktionen mit CPK23 naheliegend. In einer friiheren Arbeit wurde das fir GCA2
gemacht. Zwar konnte keine direkte Interaktion mittels Y2H gefunden werden, GCA2 wird aber von
OST1 in vitro phosphoryliert (Wellmann, 2013). Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch mittels MS-

Analyse die OST1 Phosphorylierungsstellen im GCA2 Protein bestimmt. Fir OST1 wurden drei
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spezifische Stellen mit hoher Sicherheit bestimmt. Dies sind Threonin 213 im aktiven Zentrum der

Kinase, Threonin 317, sowie Serin 339 oder Threonin 340 (Abb. 3.26). Bei den letzteren beiden

konnte die Phosphorylierungsstelle auf Grund der unmittelbaren Nahe nicht zweifelsfrei geklart

werden. Die Phosphorylierung an den Threoninen 213 und 317 konnte hingegen auch in vivo

bestatigt werden (Liese, unveroffentlicht).

Um den Effekt der Phosphorylierung auf CPK23 zu untersuchen, wurde CPK23 an den beiden Stellen

mittels SDM zu Alanin beziehungsweise Aspartat mutiert und die erzeugten Proteinvarianten in

Protoplasten exprimiert. Mutation von Threonin 317 fiihrt sowohl bei Substitution mit Alanin als

auch Aspartat zu einer deutlichen Reduktion der CPK23 Aktivierungsstarke (Abb. 3.27). Der Vergleich

der Aktivierungsstarke von CPK23-ca T317° mit dem Wildtyp Protein zeigt, dass etwa die 3-fache

Menge an Effektor DNA benétigt wird, um vergleichbare Effekte zu erzielen (Abb 3.27 B).

N-Terminus Kinase Domane Calmodulin Domane
1 1 1
[ Y Y
[E— | | |
68 213 317 347
339/340

OST1 Phosphorylierungstellen

1 MGCFSSKHRK TONDGGERTI PINPLQTHIV DQVPTPSTPI SVRYPETILG KGKALGILGK
81 GITYMCKEIS TGNNYACKSI LKRKLISEQG REDVKTEIQI MQHLFGOPNV VEIKGAYEDR
161 ARGHYSERAA AGIIRSIVSV VQICHLKGVI HRDLKPENFL FSSKEENAML KJEBFGLSAF
241 VLRRSYGKEI DIWSAGVILY ILLCGVPPFW ADNEIGIFDE ILKCEIDFES QPWPSISESA
321 VLEHPWIKGG EAPDKPI?E??%LSRMKQFRA MNKLKKLALK VSAVSLSEEE IKGLKTLFAN
401 LRSRLSETEV QQLVEASDVD GNGTIDYYEF ISATMHRYKL HQDEHVHKAF QHLDKDKNGH

481 IKEVISEVDT DNDGKINFEE FRAMMRCGTT QPKGKQYPFH

Abbildung 3.26 OST1 Phosphorylierungstellen im GCA2 Protein
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Schematische Abbildung der GCA2/CPK23 Proteinstruktur mit Proteindomanen und in vitro
ermittelten (Wellmann, 2013) OST1 Phosphorylierungstellen. Die Positionen 213 und 317 wurden
dariber hinaus auch in vivo bestétigt (Liese, unveréffentlicht). Unter der schematischen Abbildung ist

die Proteinsequenz von GCA2 angegeben, die entsprechenden Stellen sind hervorgehoben.
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Abbildung 3.27 Transiente Expression von CPK23-ca T317 phosphosite Mutationen
Regulation von RD29B::Luc durch CPK23-ca T317*° in Col-0 Protoplasten. 3 pg Effektor DNA wurden

fir die Transfektion verwendet, die Ansatze geteilt und eine Halfte mit 3 uM ABA induziert (A).
Quantitativer Vergleich (B) der Induktionsstarken von CPK23-ca und CPK23-ca T317° in Anwesenheit
von 3 UM ABA. n=2 (A), n=4 (B).

Signifikante Unterschiede zwischen T317" und T317° waren nicht zu beobachten. Weshalb in Frage
gestellt werden kann, ob der beobachtete Effekt der Aspartat Substitution eine Phosphorylierung an

dieser Stelle effektiv imitieren konnte, oder ob der Verlust der freien -OH Gruppe des Threonins den

beobachteten Effekt hervorrief.

Auf Grund seiner disponierten Lage im aktiven Zentrum der Kinase ist Threonin 213 ein plausiblerer
Aminosaure Rest fir eine mogliche Regulation der Kinase Aktivitdt. Neben einer Substitutionen mit
Alanin und Aspartat wurde auch eine Version mit Cystein an Position 213 erzeugt. Cystein ist genauso
wie Threonin eine polare Aminosaure, besitzt aber eine sehr reaktive, nicht phosphorylierbare -SH
Gruppe, und wurde verwendet, um ein nicht phosphoryliertes Threonin zu imitieren. Alanin, dass
klassischerweise als nicht phosphorylierbare Kontrolle verwendet wird, ist hingegen eine polare
Aminosdure, die zudem auch um eine —CH,0 Gruppe kleiner als Threonin ist. Da die
Phosphorylierungsstellen urspriinglich fir GCA2 bestimmt wurden, wurden die entsprechenden

Mutationen auch in GCA2-ca eingebracht.
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Abbildung 3.28 Transiente Expression von GCA2/CPK23 T213 phosphosite Mutationen
Regulation von RD29B::Luc durch GCA2/CPK23-ca T213*"C in Col-0 Protoplasten. 3 ug Effektor DNA

wurden fur die Transfektion verwendet, die Ansatze geteilt und eine Halfte mit 3 pM ABA induziert
(A). Quantitativer Vergleich (B) der Induktionsstirken von CPK23-ca und GCA2-ca T213® in
Anwesenheit von 3 uM ABA. n=3 (A), n=9 (B).

Die Expression in Protoplasten zeigte, dass CPK23-ca seine Aktivitdt komplett bei Substitution von
T213 durch Aspartat verliert (Abb. 3.28 A). CPK23-ca T213"° zeigten hingegen vergleichbare Aktivitit
zum Wildtyp. Fir GCA2-ca ergab sich ein anderes Bild. Wahrend keine nennenswerten Effekte fir
T213"° zu beobachten waren, fiihrte die Substitution mit Cystein zu einer partiellen Aktivierung von
GCA2-ca. Der quantitative Vergleich (Abb. 3.28 B) mit CPK23-ca zeigte, dass wieder in etwa die 3-
fache DNA Menge bendtigt wird um eine vergleichbare Induktion zu erreichen, entsprechend zu

dem, was fiir GCA2-ca Y44° beobachtet wurde (Abb. 3.17).

Threonin 213 scheint zum einen eine wichtige Stelle in der Proteinstruktur zu sein, iber welche die
Kinase Aktivitdt von CPK23 reguliert wird. GCA2 wird sowohl in vitro als auch in vivo an dieser Stelle
durch OST1 phosphoryliert. Im Gegensatz zu den hergestellten phosphosite Mutationen an Threonin
317 zeigten die verschiedenen Versionen spezifische Effekte. Zum anderen scheint Threonin 213 ein
relevanter regulatorischer Unterschied zwischen GCA2 und CPK23 zu sein. Die Daten in Abb. 3.28
legen nahe, dass CPK23 nicht oder nur begrenzt phosphoryliert vorliegt, wahrend das Ler-0 Protein
womaoglich durch Phosphorylierung an T213 effektiv inaktivert wird. Cystein an dieser Positon stellt

die Aktivitat teilweise wieder her, vielleicht da es dem nicht phosphorylierten Serin nahe kommt.
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3.4.3.2 Co-Expression von OST1 und CPK23 im Protoplastensystem

Die Analyse von phosphosite Mutationen an Threonin 213 legt eine Regulation von GCA2 durch OST1
in vivo nahe. Deswegen wurde Uberlegt, ob diese Regulation auch im transienten Reporterassay
dargestellt werden kann. Voraussetzung dafir ware allerdings ein spezifischer readout fir
CPK23/GCA2. Der in dieser Arbeit verwendetet gangige RD29B::Luc Reporter, wird sowohl durch
OST1 als auch CPK23 reguliert. Co-Expression von OST1 mit GCA2/CPK23 bei Verwendung von
RD29B::Luc ergab daher keine klaren Ergebnisse (Daten nicht gezeigt), da zwischen den einzelnen

Effekten der beiden Kinasen nicht unterschieden werden konnte.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch an artifiziellen ABA Reportern gearbeitet, die urspriinglich in
erster Linie fir den Einsatz in Hefe gedacht waren (siehe Kapitel 3.5). Strukturell dhneln die
erzeugten Konstrukte denen anderer Gruppen (Uno et al., 2000; Whalley et al., 2011), und bestehen
aus mehreren ABRE Elementen gefolgt von einem Minimalpromotor, der -46 Region des 35S
Promotors. Daflir wurden Oligonukleotide (GC 50-53), mit entsprechenden komplementaren
Sequenzen upstream des Minimalpromotors eingefiigt. Abbildung 3.29 zeigt den schematischen
Aufbau des Reporters und die forward Sequenz der eingefligten Oligos mit den ABRE Elementen. In
dieser Arbeit wurden Konstrukte mit variabler ABRE Anzahl hergestellt. Eine Anzahl von acht
Wiederholungen erwies sich dabei als giinstig. Verwendet man diesen kinstlichen Promotor in
Columbia-0 Protoplasten ergeben sich ein paar Unterschiede zu RD29B:.Luc. Wie man in Abb. 3.29
sehen kann, fiihrte weder ABA noch die Expression von positiven Regulatoren der ABA
Signaltransduktion allein, wie OST1 oder RCAR1, zu einer Induktion des Reporters. Erst bei
Uberexpression eines Transkriptionsfaktors (hier ABI5) wurde der Reporter induziert und konnte in
der Folge deutlich durch ABA reguliert werden. Das bedeutet, dass dieser artifizielle Reporter zur
Auswertung der Aktivitdt und Regulation spezifischer Transkriptionsfaktoren verwendet werden

kann, da die endogen vorhandenen TFs nur minimal mit dem gemessenen Signaloutput interferieren.
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Abbildung 3.29 Schematischer Aufbau und Funktion eines artifiziellen ABRE Reporterkonstrukts
Struktur eines kiinstlichen ABA Reporterkonstrukts, bestehend aus ABRE Elementen, -46 35S

Minimalpromotor, Luciferase CDS und Nos Terminator. Die ABRE Sequenzen wurden durch Oligo-
Nukleotid Ligation upstream des Minimalpromotors als Tandem-repeats eingefiigt. Unter dem
Konstrukt abgebildet befindet sich die Sequenz der verwendeten Oligos. Die ABRE Bindesequenzen
sind rot hervorgehoben. Um das Konstrukt zu testen, wurde es zusammen mit 3 pug
ABI5/OST1/RCAR1 Effektor DNA in Col-O Protoplasten transfeziert. Die Ansdtze wurden geteilt und
jeweils eine Halfte mit 3 uM ABA induziert. n=3.

In Abbildung 3.23 wurde die Spezifitdat von OST1 und CPK23 fiir verschiedene Transkriptionsfaktoren
unter Verwendung von RD29B::Luc verglichen. Da OST1 zu einer Aktivierung aller untersuchter TFs

flhrte, kann auch mit Hilfe dieses artifiziellen Reporterkonstrukts kein spezifischer CPK23 readout

gefunden werden, wodurch eine Regulation von CPK23 durch OST1 gezeigt werden kdnnte.

Anders verhdlt es sich in umgekehrter Richtung, da CPK23 scheinbar keinen oder nur einen sehr
marginalen Effekt auf die Aktivitdt von ABI5 hatte. Induziert man den hergestellten 8xA ABRE
Reporter mit ABI5, kann man die ABI5 Transaktivierungsstarke durch OST1 spezifisch verstarken,
wahrend CPK23 zu einer leichten Abschwéachung der Signalintensitat fihrte (Abb. 3.30 A). In einer
vorhergehenden Arbeit (Wellmann, 2013) wurde neben der Phosphorylierung von GCA2 durch OST1
auch gezeigt, dass GCA2 in der Lage ist OST1 zu phosphorylieren und lber einen moglichen
gegenseitigen Regulationsmechanismus spekuliert. Der hergestellte 8xA ABRE Reporter erlaubt nun,
dieser Frage nachzugehen. Induzierte man 8xA ABRE -46 35S::Luc mit ABI5 und OST1 war bei Co-
Expression durch CPK23-ca eine Dosis abhdngige Inhibierung zu beobachten (Abb. 3.30 B). Bei
Verwendung von gleichen Mengen Effektor DNA war diese Inhibierung beinahe komplett (90%).
Dieser Effekt kommt hochst wahrscheinlich nicht durch einen reinen Bindungseffekt zu Stande, da
die Kinase Aktivitat fir diese Inhibierung maRgeblich war. Eine katalytisch inaktive Version reduzierte

die Induktion nur um etwa 33%. Neben der moglichen Regulation von GCA2/CPK23 durch OST1,
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unterstiitzen diese Ergebnisse Spekulationen Uber eine mdglichen gegenseitigen Regulations-
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Abbildung 3.30 Transiente Co-Expression von OST1 und CPK23
Regulation von 8xA ABRE -46 35S::Luc durch ABI5 und ABF2 allein oder zusammen mit OST1/CPK23-

ca (A) in snrk2de Protoplasten. Es wurden jeweils 3 pug Effektor-DNA verwendet, die Ansdtze wurden
geteilt und eine Halfte mit 3 uM ABA induziert. Reporterinduktion (B) durch ABI5 und OST1 in
Abhiangigkeit von unterschiedlichen Mengen CPK23-ca/-na Effektor DNA in Anwesenheit von 3 pM
ABA. Die Werte der Kontrollen ohne CPK23 wurden auf 100% gesetzt. Fiir die Transfektion wurden
jeweils 3 ug DNA der (ibrigen Effektoren (A+B) verwendet. n=2 (A), n=5 (B).

In diesem Kapitel konnte durch Untersuchung direkter physischer Interaktion sowie der Co-
Expression in Protoplasten gezeigt werden, dass CPK23 mit vielen der zentralen ABA
Signaltransduktions-Komponenten interagiert. Die Interaktion mit PP2Cs scheint gesichert, wahrend
der genau Regulationsmechanismus und die Richtung der Regulation unklar sind. Alle untersuchten,
in der ABA Signaltransduktion beteiligten bZip Transkriptionsfaktoren, sind Ziel der Regulation von
CPK23. Eine direkte Interaktion konnte hingegen leider nicht gezeigt werden. Auch mit der

Proteinkinase OST1 scheint CPK23 zu interagieren, neben einer Regulation von CPK23 durch OST1,

konnten auch Hinweise fir eine gegenseitige Regulation gefunden werden.

81



Ergebnisse

3.5. Entwicklung eines heterologen Hefe-Reportersystems

Im vorherigen Kapitel wurde die Funktion von CPK23 in der Abscisinsdure Signaltransduktion mittels
transienter Expression in vivo untersucht. Reporterassays in Protoplasten sind fir die Aufklarung von
Signaltransduktionswegen gut geeignet, besitzen allerdings auch Limitationen. So sind beobachtete
Effekte nicht immer zweifelsfrei zu interpretieren, zum Beispiel, ob die beobachteten Effekte auf bZip
TFs direkte oder indirekte Effekte sind. Das hangt in erster Linie damit zusammen, dass alle
endogenen Komponenten der Signalkaskade im homologen System anwesend sind. KO Pflanzen
kénnen nur bedingt Abhilfe schaffen, da die zentralen Komponenten der ABA Signaltransduktion von
Proteinfamilien aus mehreren Mitgliedern mit teilweise deutlich tGberlappender Funktion bestehen.
In Vitro Methoden auf der anderen Seite haben mit Sicherheit ihre Berechtigung, konnen allerdings
etliche zelluldre Bedingungen wie Kompartimentierung, zelluldre Lokalisation oder posttranslationale

Modifikationen nicht abbilden.

Alternativ zum Protoplasten-System, aber dennoch in vivo, wurde deshalb versucht die ABA
Signalkaskade in einem heterologen Expressionsystem nachzubauen. Naheliegend ist hierfiir die
Backerhefe, Saccharomyces cerevisiae, die flr dhnliche Ansdtze zum Beispiel yeast one und two

hybrid zur Detektion von Protein-Protein Interaktion verwendet wird.
3.5.1. Transkriptionelle Regulation in Hefe durch HD-Zip Transkriptionsfaktoren

Ein erster Schritt ist die Auswahl eines geeigneten Reportersystems. Ein kompletter pflanzlicher
Promotor, wie RD29B, ist dabei weniger geeignet, da kaum vorherzusehen ist, inwieweit dieser durch
endogene Hefe Transkriptionsfaktoren reguliert wird (Hirt et al., 1990). Deswegen wurde die
Konstruktion artifizieller Promotor Reporter Konstrukte in Betracht gezogen, die aus cis
Regulatorischen Elementen fiir TFs der ABA Signaltransduktion und einem Minimalpromotor

bestehen.

Ein solches Konstrukt wurde in einer frilheren Arbeit fir den Hom6o-Domane TF HB6 hergestellt und
in Arabidopsis Protoplasten verwendet (Hoffmann, 2001; Himmelbach et al., 2002). Abbildung 3.31
zeigt schematisch dieses Reporterkonstrukt. Upstream der -46 Region des 35S Minimalpromotors
befinden sich vier Bindeelemente (im Weiteren 4xA HBBE) fiir den TF HB6. Zur Kontrolle wurde auch
eine Version mit mutierter Bindesequenz erstellt (im weiteren 4xB HBBE). Downstream folgt die
codierende Sequenz der Photinus pyralis Luciferase und der Nos Terminator. Um zu testen, ob die
bestehenden Konstrukte auch in Hefe verwendet werden kdnnen, wurden diese ins Genom des

Hefestamms BMAG64-1A integriert (Baudin-Baillieu et al., 1997).
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4xA HBBE

—HH— - —

-46 35S Terminator
Minimal-Promotor

HD ZIP Motiv: CTAGCTAG CAATTATTACAATTATTA GATA

4xB HBBE

—H— - —

-46 35S Terminator
Minimal-Promotor

mutiertes HD ZIP Motiv: CTAGCTAG CAATTGTTACAATTGTTA GATA

Abbildung 3.31 Schematische Aufbau artifizieller HBBE Reporterkonstrukte
Struktur eines kinstlichen ABA Reporterkonstrukts, bestehend aus HD-ZIP Bindeelementen (HBBE), -

46 35S Minimalpromotor, Luciferase CDS und Nos Terminator. Die HBBE Sequenzen wurden durch
Oligo-Nukleotid Ligation upstream des Minimalpromotors als Tandem-repeats eingefligt. Unter dem
Konstrukt abgebildet befindet sich die Sequenz der verwendeten Oligos. Die HD-Zip Bindemotive sind
farblich hervorgehoben, neben dem korrekten Bindemotiv (4xA) wurde ein mutiertes Motiv zur
Kontrolle (4xB) hergestellt (Hoffmann, 2001).

Abbildung 3.32 zeigt schematisch, wie dabei vorgegangen wurde. Die Reporterkonstrukte wurden

Uber die Schnittstellen Notl/Sall in die multiple cloning site des Desintegrator Vektors plS385
eingefligt (Sadowski et al., 2007).

Links und rechts flankierend zur MCS befinden sich Sequenzen des lys2 Gens. Diese homologen
Sequenzen ermoglichen die Integration ins Genom durch homologe Rekombination. Da der Vektor
pIS385 in Hefe nicht selbstreplizierend ist, kann auf eine erfolgreiche Integration mit Hilfe des URA3
Markers selektiert werden. Dabei wird der lys2 Locus dupliziert. Durch ein zweites
Rekombinationsereignis zwischen den homologen, duplizierten Sequenzen kommt es zur Exzision des
Plasmid-Rilickgrats. Dabei bleibt entweder der lys2 Locus des Hefe Wildtyps oder der vom Plasmid
abstammende mit integriertem Reporterkonstrukt (brig. Die Selektion auf Exzision des Plasmids
erfolgte mittels 5-FOA, einem kompetitiven Inhibitor der Pyrimidin Biosynthese, der fiir Uracil
autotrophe Zellen toxisch ist (Boeke et al., 1987). Bleibt der Reporter im Genom zuriick, sind die
Hefekolonien in der Folge Lysin heterotroph. Die erfolgreiche Integration ins Genom wurde mittels

PCR (GC 54+55) und Replikaplattierung auf -LYS Medium Uberprift.
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Abbildung 3.32 Schematische Darstellung der Integration eines Reporterkonstrukts ins Hefe-
Genom
Integration des 4x HBBE -46 35S::Luc ins Genom des Hefestamms BMA 64-1A mittels homologer

Rekombination. Das Reporterkonstrukt wurde zundchst in den in Hefe nicht selbst replizierenden
Vektor plS385 inseriert. Nach der Hefetransformation erfolgte durch Ausplattieren auf -URA eine
Selektion auf erfolgreiche Integration ins Hefegenom (A). Durch homologe Sequenzen auf dem
Vektor integriert das Konstrukt am lys2 Locus, der dabei dupliziert wird. In einem zweiten Schritt (B)
wurde mit 5-FOA auf den Verlust des Plasmid-backbones und gegen den URA3 Marker selektiert.
Einer der beiden lys2 Loci ging dabei verloren, zu 50% erhadlt man einen Stamm mit stabil
integriertem Reporterkonstrukt der nun Lysin heterotroph war.

Um Funktion und Regulation des Konstrukts zu testen, wurden anschlieBend verschiedene HD-Zip
Transkriptionsfaktoren in Hefe unter Kontrolle des starken, konstitutiv aktiven ADH Promotors
exprimiert. Neben HB6 wurden mit HB7, 12 und 16 drei weitere Klasse 1 HD-Zip
Transkriptionsfaktoren ausgewahlt, die in planta in der Lage waren, ein vergleichbares Konstrukt zu
regulieren (Henriksson et al.,, 2005). HB16 ist eng mit HB6 verwandt und besitzt eine

Aminosauresequenz Identitdt von 81,3%. Fir HB5 und HB12 wurden Funktionen in der ABA

Signaltransduktion postuliert (Johannesson et al., 2003; Olsson et al., 2004).

In Hefe waren alle getesteten HD-Zip Transkriptionsfaktoren in der Lage den 4xA HBBE Reporter zu
induzieren (Abb. 3.33 A). Das 4xB Kontrollkonstrukt wurde hingegen nicht induziert, die gemessenen
Werte von 5-10 RLU/s*10° cfu entsprachen der Hintergrund Aktivitat des Reporters in Hefe ohne
ektopische Expression von Transkriptionsfaktoren. Vergleicht man die Induktionsstarken, ergeben
sich allerdings deutliche Unterschiede. Wahrend HB7 und HB16 nur zu einer geringen Induktion
flhrten, induziert HB6, vor allem aber HB5 den Reporter deutlich. In Planta waren zuvor keine
grolRen Unterschiede beobachtet worden (Henriksson et al., 2005). Grundsatzlich funktioniert das
Reporterkonstrukt wie erhofft, die Hintergrund Aktivitdat war zu vernachldssigen gering und es
konnten spezifische Aktivierungen mit allen HD-Zip Transkriptionsfaktoren gemessen werden, auch
wenn sich eine Regulation von HB6 und HB5 auf Grund der héheren Signalstarke besser untersuchen

lassen sollte.

HB6 wurde als Interaktionspartner der Protein Phosphatase ABI1 beschrieben (Himmelbach et al.,
2002). Des Weiteren wurde fir HB6 eine Rolle als negativer Regulator der ABA Antwort postuliert
und angenommen, dass HB6 durch Dephosphorylierung durch ABI1 aktiviert wird. Diese postulierte
Regulation wurde zuvor in Protoplasten untersucht, konnte aber nicht bewiesen werden (Hoffmann,
2001). Ansonsten sind fiir HB6 keine direkten Interaktionen oder Verknilipfung zu anderen ABA
Signaltransduktionskomponenten bekannt. Um eine mogliche Regulation von HB6 zu untersuchen
wurde in Hefe ABI1 und OST1 co-exprimiert, allerdings konnten dabei keine Effekte beobachtet

werden (Abb. 3.33 B).
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Abbildung 3.33 Transkriptionelle Regulation durch HD-Zip Transkriptionsfaktoren in Hefe
HB5, 6, 7 und 16 wurden konstitutiv unter der Kontrolle des ADH Promotors in Hefe-

Reporterstammen exprimiert, die entweder das 4xA oder 4xB Reporterkonstrukt stabil integriert im
Genom tragen (A). Die Luciferase Aktivitdt wurde in vivo bestimmt und auf die Zellzahl bezogen.
Zusatzlich zu HB6 wurde ABI1 oder OST1 unter der Kontrolle des GAL1 Promotors co-exprimiert (B).
n=12 (A), n=8(B).

Die heterologe Expression in Hefe eignet sich in erster Linie, um bekannte Interaktionen und
Regulationen zu bestatigen. Die postulierte Rolle von HD-Zip Transkriptionsfaktoren in der ABA
Signaltransduktion griindet sich allerdings in erster Linie auf die Beschreibung der Phanotypen von
KO und Uberexpressions-Linien. Direkte Interaktionen und eine genaue Positionierung in der ABA
Signaltransduktion sind weitgehend unbekannt. Insofern fehlen geeignete Kandidaten zur Analyse,

die durchgefiihrten Messungen zeigen allerdings, dass das System prinzipiell funktioniert und dienen

als proof-of-concept.
3.5.2. Konstruktion eines ABRE/ABF Reportersystems

Von zentraler Bedeutung fir die ABA Signaltransduktion und fir die in dieser Arbeit untersuchte
Proteinkinase CPK23, ist die Regulation der Genexpression ({ber ABRE wund ABF
Transkriptionsfaktoren. Deswegen wurde versucht, entsprechend zu dem gut funktionierendem HD-
Zip Reporterkonstrukt, ein vergleichbares fiir ABFs herzustellen. Die Klonierungsstrategie und der

schematische Aufbau sind dabei identisch (Hoffmann, 2001). Oligo Nukleotide (GC 50-53) mit ABRE
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Bindesequenzen wurden upstream Uber die Restriktionsschnittstelle Spel in einen pSK Vector mit
CaMV 35S Minimalpromotor, Luciferase und Nos Terminator ligiert. Jedes Oligonukleotid besitzt zwei
ABRE Bindesequenzen. Durch Wiederholung der Oligo Ligation wurden bis zu acht Wiederholungen
des cis regulatorischen Elements eingefiigt, so wie eine Version mit mutierter Bindesequenz. Der so
erzeugte Reporter ist in Protoplasten eine Alternative zum Ublicherweise verwendeten Reporter

RD29B::Luc (siehe Kapitel 3.4.3.2).

Fur die Verwendung in Hefe wurden die erzeugten Reporter 2xA/B ABRE -46 35S::Luc allein oder
zusammen mit ABF2 transformiert (Abb. 3.34). Allerdings konnte keine Aktivierung durch ABF2
gemessen werden. Das Konstrukt mit der ABRE Bindesequenz (2xA) zeigte dabei eine drei bis vierfach
hoéhere Aktivitat als das Konstrukt mit mutierter Bindesequenz (2xB). In dieser Form ist das erzeugte
Reporterkonstrukt allerdings nicht fiir die Verwendung in Hefe geeignet. Neben der fehlenden
Induktion durch ABF2 zeigte das 2xA Konstrukt auch eine hoéhere Hintergrund Aktivitat als das
mutierte Kontrollkonstrukt. bZip Transkriptionsfaktoren kommen auch in Hefe vor, es ware durchaus
denkbar, dass die ABRE Sequenz von Hefe TFs erkannt wird, diese daran binden und zu der erhéhten

Induktion im Vergleich zum 2xB Konstrukt fiihren.
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Abbildung 3.34 Schematischer Aufbau und Test eines artifiziellen ABRE Reporterkonstrukts in Hefe
Struktur eines kinstlichen ABA Reporterkonstrukts, bestehend aus ABRE Elementen, -46 35S

Minimalpromotor, Luciferase CDS und Nos Terminator. Die ABRE Sequenzen (2xA) beziehungsweise
eine mutierte Bindesequenz (2xB) wurden durch Oligo-Nukleotid Ligation upstream des
Minimalpromotors als Tandem-repeats eingefligt. Um die Konstrukte zu testen, wurden sie in Hefe
transformiert und ABF2 unter der Kontrolle des ADH Promotors exprimiert. n=6.
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4. Diskussion

Unter Trockenstress wird in der Pflanze sowohl die ABA Biosynthese als auch deren Mobilisierung
aus zelluldaren Reserven induziert. ABA signalisiert der Pflanze unglinstige Wachstumsbedingungen
und fiihrt unmittelbar zur SchlieBung der Spaltéffnungen. Daran beteiligt ist die Calcium abhangige
Proteinkinase CPK23. Sie aktiviert die Anionenkanale SLAC1 und SLAH3 (Geiger et al., 2010; Geiger et
al., 2011), dadurch kommt es zundchst zu einem Austritt von Anionen (CI" und NO;3’) und die
Plasmamembran wird depolarisiert. In Folge dessen kommt es zu einem Austritt von K* lonen und
Wasser, was einen Verlust des Turgors in den SchlieRzellpaaren der Spaltéffnungen zur Folge hat. Die
Stomata schliefen sich. Neben der Regulation der Spaltéffnungen fiihrt ABA auch zu einer
Inhibierung von vegetativem Wachstum und Keimung. Hierfiir muss Einfluss auf die Genexpression
genommen werden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CPK23 tatsachlich ein Regulator der
ABA abhangigen Genexpression ist. Neben der Aufklarung der genauen Funktion von CPK23 und
ihren Interaktionen mit den zentralen Kernkomponenten der ABA Signaltransduktion, drangen sich
dabei zwei Fragen auf. Ist CPK23 auch ein geeigneter Kandidat um Konzentrationsschwankungen des
sekundaren Botenstoffs Ca** in die ABA Signaltransduktion zu integrieren oder ist die Kinase Teil
eines Ca”* unabhangigen Signalweges? Wenn CPK23 einen deutlichen Einfluss auf die ABA abhingige
Genexpression nimmt, wieso ist dann kein nennenswerter Phanotyp von CPK23 KO Pflanzen zu
beobachten? Dariiber hinaus zeigte sich in dieser Arbeit bei Vergleich der CPK23 Sequenz
verschiedener Arabidopsis Okotypen ein sehr hohes MaR an genetischer Variabilitit, die mit
deutlichen Unterschieden in der Funktionalitdt des Proteins einhergeht. Dabei kommt man nicht
umher die Frage zu stellen, ob dieser Variabilitdt eine natirliche Selektion zu Grunde liegt, CPK23
womaoglich ein Locus ist, der die ABA Sensitivitat der Spezies Arabidopsis mitbestimmt. Zu guter Letzt
bleibt zu verstehen, wie einige Unterschiede in den Sequenzen der verschiedenen Okotypen eine
veranderte Funktionalitdat des Proteins herbeifiihren. Diese Fragen sollen im Folgenden diskutiert

werden.
4.1. Funktion von CPK23 in der ABA Signaltransduktion

4.1.1. Genereller Effekt auf die ABA abhdngige Genexpression

Um die Funktion von CPK23 in der ABA abhangigen Genexpression zu untersuchen, wurden in dieser

Arbeit verkirzte, konstitutiv aktive Versionen der Kinase hergestellt (Abb. 3.6) und transient in

Protoplasten exprimiert. Dabei wurde der Effekt von CPK23 auf die Induktion eines ABA

induzierbaren Reportersystems (RD29B::Luc) mit denen von CPK4 und CPK11 verglichen (Abb. 3.7),

die als positive Regulatoren der ABA Signaltransduktion beschrieben sind (Zhu et al., 2007). Alle drei
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CPKs fihrten zu einer deutlichen Induktion des Reporters, allerdings ibertraf CPK23 den Effekt der
beiden anderen Kinasen deutlich. Es ist daher naheliegend auch fiir CPK23 eine Rolle als positiver
Regulator der ABA Signaltransduktion anzunehmen. Damit nicht ganz in Einklang zu bringen, sind die
Ergebnisse der durchgefiihrten physiologischen Untersuchungen von CPK23 KO Pflanzen. Zwar war
ein weitgehendes Ausbleiben von ABA abhdngigen Phanotypen zu beobachten, allerdings waren
CPK23 KO Pflanzen leicht ABA hypersensitiv (bei KO eines positiven Regulators wiirde man ein
insensitives Verhalten erwarten) in ihrem Keimungsverhalten (Abb. 3.3). Uberexpression und KO von
CPK4 und CPK11 hingegen fiihrt, in Ubereinstimmung mit der postulierten Funktion als positive
Regulatoren, zu ABA Hyper- beziehungsweise Insensitivitdt (Song, 2005). Auch die Analyse des CPK23
Proteins aus verschiedenen Arabidopsis Okotypen (Abb. 3.13) im transienten Protoplastenassay
ergab kein vollig eindeutiges Ergebnis. CPK23 aus Bur-0 induzierte RD29B::Luc stark, vergleichbar zu
dem Col-0 Protein. CPK23 aus Tsu-1 hatte hingegen nur einen geringen Effekt und das Ler-0 Protein
(GCA2) fiihrte sogar zu einer 50% Repression des Reporters. Die Proteine aus Col-0 und Ler-0
unterscheiden sich deutlich und besitzen nur eine AS Identitat von 89,6%. Allerdings stellt sich die
Frage, ob das Protein dadurch neofunktionalisiert werden kann und aus einem positiven ein

negativer Regulator der ABA-Signaltransduktion wird.

Naheliegend wire {iber einen dominant negativen Effekt bei Uberexpression von GCA2 durch
Verdrdangung von anderen, positiv regulierenden Komponenten in der Signaltransduktion zu
spekulieren. Allerdings war der Effekt von GCA2 von der Kinasefunktion abhangig, da nur eine
katalytisch aktive Version (-ca) reprimierend wirkte (Abb. 3.14), wahrend eine katalytisch inaktive
Version keinen Effekt zeigte (-na). Zudem war der Effekt begrenzt auf ABA Konzentrationen zwischen
1-10 uM. Zwei Ergebnisse, die man bei einem dominant negativen Effekt von GCA2 nicht unbedingt
erwarten wirde. Eine Erklarung dafiir kénnte das Interaktionsverhalten von GCA2 mit PP2Cs und
Ergebnisse aus Y2H Experimenten liefern. Generell ist die Interaktion zwischen PP2Cs und CPKs gut
dokumentiert. So wurde mit verschiedenen Methoden (Y2H, BiFC, Co-Immunoprézipitation) und fir
eine Reihe verschiedener CPKs, darunter CPK4, CPK11, CPK12, CPK21 und CPK23, Interaktionen mit
PP2Cs gezeigt (Geiger et al.,, 2010; Lynch et al.,, 2012; Lu et al.,, 2013; Fuchs, 2013)(Liese,
unveroffentlicht). PP2Cs interagieren aber nicht nur mit CPKs, sondern auch mit einer Reihe weiterer
Kinasen wie SnRK2s und CIPKs (Fuchs, 2013). PP2Cs stellen wahrscheinlich eine gemeinsame
Komponente verschiedener Signalwege dar. GCA2 interagierte im Y2H Assay mit PP2CA (Abb. 3.21),
und in schwacherem Umfang auch mit anderen PP2Cs (Fuchs, 2013), allerdings ausschlieRlich eine
katalytisch aktive Version. Die Interaktionsstellen zwischen PP2Cs und CPKs wurden zwar nicht auf
molekularer Ebene bestimmt, es ist allerdings denkbar, dass sie diese mit RCARs und SnRK2s Kinasen
gemein haben. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass durch Expression von RCARs oder

SnRK2s die GCA2 Interaktion mit PP2Cs im Y3H unterdriickt werden kann (Fuchs, 2013). Umgekehrt
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war GCA2 dazu nur begrenzt und nur in hohen Mengen in der Lage. Wenn gleich die Ergebnisse
dieser Y2H und Y3H Experimente in erster Linie qualitativ sind, scheint die Interaktion von GCA2 mit
PP2Cs schwacher zu sein als mit anderen Kinasen oder RCARs. Folgendes Modell (Abb. 4.1) wére
daher denkbar, um den gemessenen reprimierenden Effekt von GCA2-ca in Abhdngigkeit der ABA

Konzentration zu erkléren:

In Abwesenheit von ABA (niedrige endogene ABA Level in aba2) inhibieren PP2Cs eine Reihe an
positiven Regulatoren der ABA Signaltransduktion, wie SnRK2s, CPK4 und CPK11l. GCA2
Uberexpression fiihrt zur Bindung freier PP2Cs, lberschiissige GCA2 Molekiile haben allerdings
keinen Effekt auf die ABA abhangige Genexpression. In Anwesenheit von niedrigen bis mittleren ABA
Konzentrationen (1-10 uM) beginnen RCARs mit PP2Cs Komplexe mit hoher Affinitdt zu bilden,

wodurch Proteinkinasen aus dem Komplex mit PP2Cs verdrangt und aktiviert werden.
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Abbildung 4.1 Modell des ABA abhangigen GCA2 Effekts
Postuliertes Modell fir einen dominant negativen Effekt von GCA2 in Abhangigkeit der ABA

Konzentration. GCA2 hat selbst keinen Effekt auf die ABA abhangige Genexpression, kann aber mit
anderen Signalwegen interferieren, indem es mit PP2Cs Komplexe bildet. Bei niedrigen ABA
Konzentrationen bindet GCA2 freie PP2Cs. Bei ansteigenden ABA Konzentrationen konkurrieren
RCARs mit Proteinkinasen um die PP2Cs, dabei werden als erstes in der Genregulation inaktive GCA2
Molekule freigesetzt, anstatt positiv regulierenden Kinasen wie OST1 oder CPK4/11, da ihre Bindung
mit PP2Cs schwacher ist. Bei sehr hohen ABA Konzentrationen verdrangen RCARs weitgehend alle
Proteinkinasen, GCA2 Uberexpression hat keinen Effekt mehr.

Durch die vergleichsweise schwache Bindung von GCA2 an PP2Cs werden allerdings in erster Linie in

der Genregulation inaktive GCA2 Molekiile freigesetzt, in der Folge ist die ABA Induktion verzogert.
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Bei sehr hohen ABA Konzentrationen (>10 uM) werden schliefRlich weitgehend alle PP2Cs in vivo
durch RCARs gebunden und inhibiert, wodurch alle nachgeordneten Kinasen aktiviert werden.

Uberexpression von GCA2-ca bliebe in diesem Fall wieder ohne Effekt.

Das vorgestellte Modell geht von einer Reihe dhnlicher aber nicht redundanter Signalwege aus, mit
PP2Cs als konvergierendem Punkt. Durch Uberexpression oder KO einzelner Komponenten, kdnnten
andere Signalwege beeinflusst werden, indem Komponenten verdriangt werden oder die fehlenden
ersetzen. Eine vergleichbare Situation gibt es bei MAP Kinase Kaskaden in Hefe. Verschiedene
Stimuli, wie Pheromone, Nahrstoffmangel oder osmotischer Stress, I16sen Signalkaskaden aus, in
deren Verlauf MAP Kinase Kinase Kinasen, MAP Kinase Kinasen und diese wiederum Map Kinasen
phosphorylieren, die dann untergeordnete Komponenten wie Transkriptionsfaktoren und
lonenkanéle regulieren. Daran beteiligt sind auBerdem GTP-bindende und eine Reihe an scaffold
Proteinen. Etliche dieser Komponenten besitzen die verschiedenen MAPK Signalwege gemeinsam
und der Verlust spezifischer Komponenten einzelner Signalwege kann in Hefe zur falschlichen

Aktivierung anderer Signalwege fiihren (Chen und Thorner, 2007).
4.1.2. Verhaltnis zu den Kernkomponenten der ABA Signaltransduktion

Wie bereits zuvor erwahnt, ist die Interaktion zwischen CPK23 und PP2Cs gut dokumentiert und
konnte auch in dieser Arbeit mittels Y2H bestatigt werden (Abb. 3.21). Die Bedeutung dieser
Interaktion ist allerdings nicht ganz klar und kann diskutiert werden. In Xenopus Oocyten fiihrt CPK23
bei Co-Expression mit SLAC1 zu Aktivierung des lonenkanals und einem Austritt von Anionen. Diese
Anionenkanal Aktivierung kann durch Co-Expression von ABI1 und ABI2 unterdriickt werden (Geiger
et al., 2010). Daraus schlossen Geiger et. al dass die beiden PP2Cs CPK23 inhibieren, vergleichbar zur
SnRK2 Kinase OST1. Allerdings ware es auch denkbar, dass SLAC1 von ABI1 dephosphoryliert wird
und Kinase und Phosphatase in der Regulation des Kanals antagonistische Funktion besitzen.
Unabhangig davon konnten PP2Cs auch durch die Interaktion mit CPK23 reguliert werden. So wurde
flr CPK12 eine Rolle als positiver Regulator von ABI2 postuliert (Zhao et al., 2011a). CPK23 ist in vitro
in der Lage verschiedene PP2Cs zu phosphorylieren (Wellmann, 2013)(PleiBner, unveroffentlicht),

dabei konnte allerdings kein Effekt auf die Phosphatase Aktivitat festgestellt werden.

In dieser Arbeit wurde CPK23 mit den Phosphatasen PP2CA und AHG1 in Protoplasten co-exprimiert
(Abb. 3.22). Dabei zeigte sich eine starke Abhangigkeit des induzierenden CPK23 Effekts von PP2CA
aber nur eine schwache von AHG1. Erwdhnenswert ist dabei, dass PP2CA im Y2H Assay mit CPK23
interagierte, AHG1 allerdings nicht (Fuchs, 2013). Fir verschiedene PP2Cs wurde aulRerdem gezeigt,
dass sie mit bZip TFs interagieren (Lynch et al.,, 2012). Eine naheliegende Schlussfolgerung ware
daher die Annahme, dass CPK23 und PP2Cs in der Regulation dieser TFs antagonistisch wirken und
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jeweils gegensatzliche Reaktionen katalysieren. Mit diesem Modell liele sich der moderate Effekt
von AHG1 bei hohen Konzentrationen auf die CPK23 abhangige Reporterinduktion erklaren, obwohl
zwischen beiden Proteinen keine Interaktion nachgewiesen werden konnte (Fuchs, 2013). PP2CA ist
grundsatzlich ein starkerer Inhibitor der ABA abhdngigen Genexpression als AHG1, so war unter
Kontrollbedingungen in Protoplasten nur etwa 1/3 der DNA Menge nétig, um eine vergleichbar
starke Repression zu erreichen. Der Effekt auf die CPK23 Induktion war allerdings unverhaltnismaRig
starker (Abb. 3.22). In diesem Fall wurde nur etwa 1/10-1/30 der von AHG1 verwendeten DNA
Menge fir einen vergleichbaren Effekt bendtigt. Da fiir PP2CA eine direkte Interaktion mit CPK23
gezeigt werden konnte, kann man spekulieren, dass PP2CA nicht nur mit CPK23 um Substrate
konkurriert, sondern die Kinase wahrscheinlich auch direkt inhibiert. Erwdhnenswert ist zudem, dass
auch im Xenopus Oocyten System die Anionenfliisse nur durch PP2Cs unterdriickt werden konnten,
die auch mit CPK23 interagieren, wahrend HAB1, die keine Interaktion mit CPK23 zeigte, dazu nicht in
der Lage war (Geiger et al., 2010).Wenn es sich zwischen Interaktions- und Regulationsverhalten
nicht um zufallige Koinzidenz handelt, dann kann davon ausgehen werden, dass einige PP2Cs in der
Lage sind CPK23 direkt zu inhibieren. Abbildung 4.2 fasst das diskutierte Verhaltnis zwischen CPK23

und PP2Cs zusammen.

mRNA

Abbildung 4.2 Postuliertes Modell der Interaktion zwischen CPK23 und PP2Cs
CPK23 und PP2Cs haben antagonistische Wirkung auf die ABA abhédngige Genexpression. Dabei

wirken die PP2Cs wahrscheinlich auf zwei unterschiedliche Arten CPK23 entgegen. Zum einen (A)
konnten sie mit der Kinase um ABF TFs konkurrieren und diese durch Dephosphorylierung
deaktivieren. Zum anderen (B) scheinen einige PP2Cs in der Lage zu sein, CPK23 direkt zu inhibieren,
vergleichbar zur Regulation der SnRK2 Kinase OST1.

Im Gegensatz zu PP2Cs scheint das Verhaltnis zwischen CPK23 und bZip TFs eindeutig. CPK23 zeigte
in dieser Arbeit eine variable Aktivierung von ABF1-4 bei Co-Expression in Protoplasten, wahrend fur

ABI5 kein oder nur ein sehr geringer Effekt zu beobachten war (Abb. 3.23). Dies legt eine direkte

Interaktion und Regulation der TFs durch CPK23 nahe, so wie das zuvor fiir andere CPKs gezeigt
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wurde (Choi et al., 2005; Zhu et al., 2007; Lynch et al., 2012). Allerdings konnte in dieser Arbeit keine
Interaktion im Y2H gezeigt werden (Abb. 3.25), womaéglich aufgrund einer technischen Beschrankung
des Assays. Deswegen bleibt zu zeigen, dass die Regulation der bZip TFs wirklich durch direkte
Interaktion und nicht indirekt durch die Regulation anderer Komponenten der Signaltransduktion
erfolgt. Zumindest in vitro konnte eine direkte Phosphorylierung aller untersuchten TFs gezeigt
werden (PleiBner, unveroffentlicht). Der Nachweis einer direkten Interaktion, vorzugsweise in vivo,
zum Beispiel mittels ratiometrischem BIFC (Grefen und Blatt, 2012), wiirde weitere Argumente fiir
eine direkte Regulation liefern. Hilfreich kdnnte in diesem Zusammenhang auch das entwickelte Hefe
ABRE/ABF Reportersystem sein (Abb. 3.34). Zwar konnte dieses nicht spezifisch durch ABFs aktiviert
werden, denkbar ware allerdings, dass ABFs im nicht phosphoryliertem Zustand inaktiv sind und

daher die Co-Expression einer aktiven, regulierenden Kinase notwendig ist.

Zuletzt wurde das Verhaltnis zwischen CPK23 und der SnRK2 Kinase OST1 untersucht. Da parallel zu
dieser Arbeit eine Phosphorylierung von GCA2 durch OST1 an den Threoninen 213 und 317 sowohl in
vitro als auch in vivo gezeigt werden konnte (Wellmann, 2013)(Liese, unveroffentlicht), wurden in
dieser Arbeit durch site directed mutagenesis phosphosite Mutationen dieser Stellen erzeugt und die
mutierten CPK23/GCA2 Versionen in Protoplasten untersucht. T213 befindet sich im Aktiven Zentrum
der Kinase unmittelbar vor dem konservierten Aminosauremotiv DFG und dem activation loop der

Kinase (Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3 Strukturmodell der Kinase-Domane von GCA2
Mit Hilfe von Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org/, Biasini et al., 2014) vorausgesagte Struktur

der Kinase-Domane von GCA2 basierend auf der Kristallstruktur von CpCDPK3 aus Cryptosporidium
parvum (PDB ID:3LlJ). Die Kinasedomane ist in grau dargestellt. Die beiden kritischen Aspartat-Reste
(193 und 214) im aktiven Zentrum sind durch rote sticks und die OST1 Phosphorylierungsstelle an
T213 durch grine sticks markiert. T317 befindet sich distal vom aktiven Zentrum und ist durch griine
Kugeln dargestellt.

Eine Phosphorylierung an dieser Stelle konnte leicht Einfluss auf ATP, Mg** Bindung oder die
Positionierung des activation loops nehmen und somit die Aktivitat der Kinase beeinflussen. Fiir eine
Reihe an Kinasen, zum Beispiel SNF1 aus Hefe und OST1 sowie CIPK24 aus Arabidopsis wurde gezeigt,
dass ihre Aktivitat durch Phosphorylierung im dahinter befindlichen activation loop gesteuert wird
(McCartney und Schmidt, 2001; Guo et al., 2001; Vlad et al., 2010). Threonin 317 befindet sich
hingegen distal vom aktiven Zentrum und man sollte fiir diesen Bereich der Kinase eher eine
Funktion in der Bindung und Orientierung von Substraten vermuten oder fiir intramolekulare
Interaktionen innerhalb des Proteins. Die Mutation dieser Aminosaure fiihrte zu einer deutlichen
Abnahme der in vivo Aktivitdat von CPK23 (Abb. 3.27). Klare Schliisse Uber den Effekt einer
Phosphorylierung lassen sich allerdings nicht ziehen, da sowohl die Substitution mit Alanin als auch
Aspartat den gleichen Effekt zeigte. Im Gegensatz dazu ergab die Mutation von T213 sehr deutliche
spezifische Effekte. Wie gezeigt werden konnte, ist das Col-0 Protein bei Substitution von Threonin
213 mit Aspartat in vivo komplett inaktiv. Dies legt nahe, dass CPK23 durch OST1 inaktiviert werden
kann. Dies miisste dann konsequenterweise ausschlieRlich oder zumindest vornehmlich mit dem in
vivo inaktiven Ler-0 Protein (GCA2) geschehen. In Ubereinstimmung damit zeigte GCA2 bei
Substitution von T213 mit Cystein, einer Mutation um die unphosphorylierte -OH Gruppe zu
imitieren, eine induzierende Wirkung wenn gleich diese schwacher ausfiel als mit dem Col-0 Protein.
Damit schwer in Einklang zu bringen sind allerdings die Befunde mit den hergestellten T213"
Versionen in CPK23 und GCA2, die weder zu einer Inaktivierung beziehungsweille Aktivierung
fihrten. Geht man davon aus, dass die negative Ladung der Phosphatgruppe ursachlich fir die
Inaktivierung ist, sollte konsequenterweise GCA2 T213" aktiv sein. Ist hingegen die freie —OH Gruppe

an dieser Stelle fur die Aktivitit des Proteins von Néten, sollte CPK23 T213" keine Aktivitit zeigen.

Dies lieRe sich eventuell durch einen mehrstufigen Kontrollmechanismus erklart, bei dem die
Phosphorylierung an Threonin 213 die Trans- oder Autophosphorylierung an einer weiteren Stelle
auslost und so die Aktivitat von CPK23 bestimmt. Zweistufige Aktivierungsmechanismen wurden fir
verschiedene Kinasen gezeigt, unter anderem fiir die MAP-Kinase ERK2, fur die Tyrosin-Rezeptor-
Kinase IGF, fir SnRK2.10 und fir OST1 in Arabidopsis, sowie fiir SNF1 in Hefe (Favelyukis et al., 2001;
Prowse et al., 2001; McCartney und Schmidt, 2001; Vlad et al., 2010). Im Fall von SNF1 wurde ein

Modell vorgeschlagen, in dem die Kinase durch Phosphorylierung in Kombination mit einer
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Konformationsanderung ausgeldst durch Interaktion mit SNF4 aktiviert wird. Bei den Kinasen
SnRK2.6 und 2.10 in Arabidopsis wurde hingegen gezeigt, dass zwei Serine im activation loop
phosphoryliert werden und fiir die Aktivitdt der Kinasen notwendig sind. Zumindest fiir SnRK2.10
scheint es sich dabei um eine sequentielle Reaktion zu handeln. Fir die Aktivitdt von OST1 (SnRK2.6)
ist die Phosphorylierung der beiden Serine 171 und 175 wichtig. Interessanterweise fiihrte die
Substitution der beiden Stellen mit Aspartat nicht zu konstitutiv aktiven Kinasen, sondern zu
katalytisch inaktiven Versionen (Belin et al., 2006; Vlad et al., 2010). Die Phosphorylierung lieR sich
also an diesen Stellen nicht imitieren. Ubertrdgt man das auf CPK23, kdénnte es sich bei der
Phosphorylierung durch OST1 ebenfalls um einen Aktivierungsmechanismus handeln, der durch
Phosphomimik nicht imitiert werden kann und in Folge dessen zu Inaktivitat von CPK23 T213° fiihrt.
Mg2*-binding

B6 Catalytic Loop B7 B8 Loop B9 Activation Loop P+1 Loop
] 1

- — —F  —

PKA 161 DLIYRDLKPENLLID————QQGYIQVTDFGFAKR—VKGRTW———lILCGm
PHK 144 NIVHRDLKPENILLD--DD--MNIKLTDFGFSCQLDPGEK--LREVCG[PSYLAPEII
GSK 176 GICHRDIKPQNLLID-PDT--RVLKLCDFGSAKQLVRGEPNV-~-SYICISRYYRAPELI
GCA2 188 GVIHRDLKPENFLESSKEEN-PMLKVTDFGLSAHIEEGKV--YQDVAGSPYYVAPEVL
CPK23 188 GVIHRDLKPENFLESSKEEN-RAMLKVTDFGLSAFIEEGKI--YKDVVGSPYYVAPEVL
0ST1 136 QVCHRDLKLENTLID--GSPAPRLKICDFGY SKS[SVLHEQ--PKETVG[IPAY IAPEVL

Abbildung 4.4 Alignment des aktiven Zentrums verschiedener Kinasen mit GCA2/CPK23
Alignment des aktiven Zentrums verschiedener Proteinkinasen mit GCA2/CPK23 und OST1, basierend

auf Kristallstrukturen von PKA, PHK und GSK. Uber der Sequenz abgebildet ist die Sekundar-Struktur
des aktiven Zentrums von PKA. Konservierte Bereiche sind durch blaue Kdsten markiert. Fir die
katalytische Aktivitat der Kinasen ist ein konserviertes Aspartat im catalytic loop essentiell. Im Mg**
binding loop befindet sich das konservierte Aminosdauremotiv DFG. Die OST1 Phosphorylierungsstelle
an T213 ist in GCA2 und CPK23 rot markiert, die Autophosphorylierungsstelle an $218 griin. Der
Bereich zwischen den konservierten Motiven DFG und APE ist das activation Segment der Kinasen. Er
beinhaltet den activation loop. Phosphorylierungen in diesem Bereich sind fir die Aktivitat einiger
Kinasen wichtig und fiihren zu Konformationsdanderungen. Bestatigte Phosphorylierungstellen sind
grin unterlegt. Abbildung nach (Nolen et al., 2004). Kristallstrukturen von PKA, PHK und GSK wurden
publiziert von (Zheng et al., 1993), (Lowe et al., 1997) und (Dajani et al., 2003).

Denkt man bei CPK23 an einen zweistufigen Mechanismus ware es durchaus moglich, dass sich die
beiden Proteine in Col-0 und Ler-0 darin auf Grund der weitreichenden Anderungen in der
Aminosduresequenz unterscheiden. Denkbar wéire auch eine Verknipfung der OST1
Phosphorylierung an Threonin 213 mit Serin 218, das als Autophosphorylierungsstelle in GCA2
bestimmt wurde und sich in unmittelbarer Nahe im Mg?* binding loop der Kinase befindet. Basierend
auf Kristallstrukturen verschiedener Kinasen (Abb. 4.4) sollte 5218 Teil eines B-Strang (B9) des Mg**
binding loops sein, der mit einem B-Strang (B6) des catalytic loops Uber
Wasserstoffbriickenbindungen interagiert. Durch Vergleich der Strukturen aktiver und inaktiver

Kinasen wurde gezeigt, dass die Interaktion dieser beiden Bereiche fiir die Aktivitdt verschiedener
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Kinasen wichtig ist (Nolen et al., 2004). Eine Phosphorylierung an dieser Stelle konnte GCA2/CPK23
daher inaktiveren, Mutation von S218 zu Aspartat in CPK23 fiihrte folgerichtig zu Inaktivitat, wahrend

Alanin an dieser Stelle in GCA2 zumindest zu einer schwachen Aktivierung fihrte (Abb. 3.18).

Es ist schwer auf Basis der vorhandenen Informationen ein plausibles Modell zu entwickeln, dass
erklaren kann, wie die Aktivitat von CPK23/GCA2 reguliert wird. Dafiir fehlen eine Reihe essentieller
Informationen. OST1 abhédngige und Autophosporylierungsstellen wurden ausschliefSlich fiir GCA2
bestimmt. So ware es erstens wichtig diese Information auch fiir das Col-0 Protein zu haben, um zu
sehen ob es nennenswerte Unterschiede gibt. Zweitens durfte der Vergleich der in vitro und in vivo
Aktivitdten der verschiedenen CPK23/GCA2 phosphosite Mutanten aufschlussreich sein. Drittens
waren Kristallstrukturen auBerordentlich hilfreich, um die Abldufe auf molekularer Ebene im aktiven

Zentrum der Kinase und den Effekt der Mutationen an Position 213 zu verstehen.

Noch komplexer wird das Verhaltnis zwischen CPK23 und OST1 durch die Beobachtung, dass GCA2
auch OST1 in vitro phosphorylieren kann (Wellmann, 2013). Deswegen wurde bereits friher
spekuliert, dass sich die beiden Kinasen eventuell gegenseitig regulieren. In dieser Arbeit konnte
unter Verwendung des 8xA ABRE::Luc Reporters und ABI5 ein negativer Effekt von CPK23 auf die
OST1 Induktion in vivo beobachtet werden (Abb. 3.30). Dieser Effekt war weitgehend Kinase
spezifisch und fiihrte zur beinahe kompletten Aufhebung der OST1 Induktion bei gleichen Mengen
der beiden Kinasen. Allerdings ist nicht ganz klar wodurch dieser Effekt hervorgerufen wird. Denkbar

waéren unterschiedliche Modelle (Abb. 4.4).

@D

|

_)
mRNA mRNA
8x ABRE RD29B

Abbildung 4.5 Moégliche Mechanismen der Repression von OST1 durch CPK23
CPK23 und OST1 induzieren beide den komplexen Reporter RD29B durch Aktivierung verschiedener

ABFs. Allerdings ist CPK23 in der Lage die Induktion eines artifiziellen Reporters (8xA ABRE mit 35S
Minimalpromotor) durch ABI5 und OST1 zu unterdriicken. Denkbar sind verschiedene Mechanismen.
Entweder durch direkte Inhibierung von OST1 (A) durch Inhibierung von ABI5 (B) oder indirekt durch
Regulation eines weiteren Faktors, zum Beispiel PP2Cs (C), die anschlieBend OST1 oder ABI5
inhibieren.
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CPK23 konnte zundchst OST1 durch Phosphorylierung inaktivieren, dafiir ware eine Analyse der
entsprechenden Phosphorylierungsstellen interessant. Unglinstigerweise war die Phosphorylierung
in vitro nur schwach ausgepragt, weshalb die Stellen bisher nicht bestimmt werden konnten.
Denkbar ware allerdings auch, dass CPK23 den TF ABI5 negativ reguliert und inaktiviert. CPK23
phosphoryliert ABI5 tatsachlich auch in vitro (PleifRner, unveroffentlicht). Wahrend andere ABFs, wie
in dieser Arbeit gezeigt, positiv reguliert werden, konnte der Effekt auf ABI5 gegenteilig sein. Ein
Vergleich der Phosphorylierungstellen der verschiedenen bZip TFs konnte darliber Aufschluss geben.
Drittens ware denkbar, dass CPK23 einen indirekten negativen Effekt auf OST1 oder ABI5 ausiibt
durch Interaktion mit einem dritten Partner. Denkbar waren zum Beispiel PP2Cs. Wenngleich das
bevorzugte Modell in dieser Arbeit eher von einer Inhibition von CPK23 durch PP2Cs ausgeht, ware
es auch denkbar, dass PP2Cs durch CPK23 positiv reguliert werden, wie spekuliert wurde fiir CPK12
und ABI2 (Zhao et al., 2011a). In diesem Fall hatte die Kinase positiv und negativ regulatorische
Wirkung zugleich und es wiirde zu einer Repression des 8xA ABRE Reporters kommen, da ABI5 nicht
oder kaum von CPK23 induziert wird, wahrend der komplexere Promotor RD29B vornehmlich

induziert wird (Abb.3.23).

Die genaue Funktion von CPK23 in der ABA Signaltransduktion bietet mit Sicherheit Raum zur
Spekulation. Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und anderer (Geiger et al., 2010;
Wellmann, 2013)(PleiRner, unveroffentlicht) wird allerdings folgendes Modell fiir die Rolle von CPK23
in der ABA Signaltransduktion vorgeschlagen (Abb. 4.6). CPK23 unterliegt ahnlich der Kinase OST1 der
Regulation und Inhibition durch PP2Cs. Unter Stress Bedingungen und unter Anwesenheit von ABA
bilden RCARs Komplexe mit PP2Cs. Dadurch werden die nachgeordneten Kinasen OST1 und CPK23
von der Inhibition befreit und aktiviert. In Folge dessen kommt es zur Aktivierung oder Inaktivierung
von Anionenkanélen und bZip TFs. Die beiden Kinasen OST1 und CPK23 besitzen demnach eine sehr
dhnliche Funktion, allerdings kommt es zwischen beiden, wie beobachtet, unter unbestimmten
Bedingungen zur gegenseitigen Regulation. Der Mechanismus und die Richtung dieser Regulation
bleiben unklar, denkbar wéare eine Kreuzinhibierung zwischen beiden Signalwegen oder ein

Feedbackmechanismus in der ABA Signaltransduktion.
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andere Botenstoffe
(ROS, NO, CO,...)

mRNA

Abbildung 4.6 Angenommene Funktion von CPK23 in der ABA Signaltransduktion
CPK23 ist ein positiver Regulator der ABA Signaltransduktion. In Abwesenheit von ABA wird die

Kinase durch PP2Cs inhibiert. Durch die Bindung von RCARs an PP2Cs bei ansteigenden ABA
Konzentrationen wird die Kinase von dieser Inhibition befreit und phosphoryliert untergeordnete
Komponenten. Dazu gehoren der Anionenkanal SLAC1 sowie bZip TFs. Damit wirken CPK23 und OST1
wahrscheinlich synergistisch, allerdings scheint es zwischen beiden Kinasen auch zur gegenseitigen
Regulation zu kommen. Der genaue Mechanismus ist dabei noch unklar. Zusatzlich erlaubt CPK23
potenziell die Integration von Ca®* Signalen in die ABA Signaltransduktion. Ca®" ist ein wichtiger
sekundarer Botenstoff dessen Konzentration von einer ganzen Reihe Signale beeinflusst wird unter
anderem ROS, NO, CO, und auch ABA.
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4.2. Integration von Ca’* Signalen in die ABA Signaltransduktion durch

CPK23

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass CPK23 eine wichtige Funktion in der ABA Signaltransduktion
besitzt und mit etlichen der Kernkomponenten der Signaltransduktion in Verbindung steht. Dabei ist
CPK23 nicht nur ein Regulator von lonenkandlen sondern auch der ABA abhangigen Genexpression.
Unklar bleibt, ob die Kinase auch als Ubersetzer von Schwankungen zellulidrer Ca** Konzentrationen
und Integrator in die ABA Signaltransduktion in Frage kommt. Zwar konnte sowohl Ca** Bindung an
CPK23 mittels isothermaler Titrations Kalorimetrie (ITC) als auch eine schwache (2-3x) Ca** abhingige
Aktivierung der Kinase in vitro gezeigt werden, allerdings befanden sich die nétige Konzentrationen
im hohen Nano- bis Micro-molaren Bereich (Abb. 4.7) (Geiger et al., 2010; Wellmann, 2013). CPK23
sowie eine Reihe anderer CPKs (Boudsocq et al., 2012) zeigen eine verhaltnismaRig hohe basale
Aktivitat, aber eine geringe Ca** Abhingigkeit. Ob diese Ca** Abhingigkeit in vivo Giberhaupt relevant

ist, kann zumindest in Frage gestellt werden.
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Abbildung 4.7 Ca®* Regulation von CPK21 und CPK23
In vitro Phosphorylierung des SLAC1 N-Terminus durch CPK21 und CPK23 in Abhangigkeit der Ca**

Konzentration. Die maximale Aktivitat ist jeweils auf 1 gesetzt. CPK23 besitzt eine hohere basale
Aktivitat, zeigt allerdings nur leichte Aktvierung durch Ca**, wihrend CPK21 eine niedrige basale
Aktivitat hat und stark durch Ca®* induziert wird. Abbildung aus (Geiger et al., 2010), siehe auch
(Wellmann, 2013).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Protoplasten-Reporterassays konnen darauf keine Antwort
geben, da durchgehend konstitutiv aktive Kinaseversionen verwendet wurden, bei denen die
Calmodulin Domanen entfernt wurden (Abb. 3.6). Dies ist fir die Untersuchungen in Protoplasten
tiblich, da selbst sehr stark Ca** abhangige CPKs, wie CPK5, in ihrer nativen Form im transienten Assay

inaktiv sind und auch durch die Verwendung von Ca®* lonophoren nur partiell aktiviert werden

kénnen (Boudsocq et al., 2010). Vielmehr zeigen die durchgefiihrten Assays das Potenzial von CPK23,
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nach einer moéglichen in vivo Aktivierung. Dennoch gibt es eine ganze Reihe an Argumenten, die eine

in vivo Relevanz der CPK23 Ca** Abhéangigkeit vermuten lassen.

Das wahrscheinlich stirkste kommt von der Beobachtung der verinderten Ca®** Signatur in
SchlieRzellen der Mutante gca2 nach ABA Applikation (Abb. 4.8) (Allen et al., 2001). Ca®* ist ein
wichtiger sekundarer Botenstoff, gleichzeitig ist es in hohen Konzentrationen fiir die Zelle toxisch.
Deswegen muss die zelluldre Ca** Konzentration strikt reguliert werden. Daran beteiligt sind eine
Reihe von Im- und Exportproteinen. Es ist davon auszugehen, dass der Einstrom von Ca** in Reaktion
auf einen bestimmten Impuls aus Zellkompartimenten oder dem extrazelluldren Raum nicht vollig
unkontrolliert geschieht, sondern durch Feedbackmechanismen reguliert wird (Brandman und
Meyer, 2008). Ein Beispiel dafiir ist der IP; Rezeptor, der durch IP3; und Ca”* aktiviert wird, gleichzeitig
aber auch durch den Einstrom von Ca” ins Cytoplasma und die Erhéhung der Konzentration wieder
inaktiviert wird (Taylor und Laude, 2002). Neben dem Einstrom von Ca®* muss auch der Export
reguliert werden, um die Ca** Homoostase wiederherzustellen und zum Ruhezustand
zuriickzukehren. Daran beteiligt sind CPKs, so wurde zum Beispiel gezeigt, dass CPK1 die Ca** ATPase

ACA2 durch Phosphorylierung negativ reguliert (Hwang et al., 2000).
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Abbildung 4.8 Ca®* Signatur der gca2 Mutante nach Ca>* oder ABA Applikation
Ca’* Oszillationen in SchlieRzellen von Ler-0 und gca2 Pflanzen ausgeldst durch extern appliziertes

Ca®* (A) oder durch Applikation von 5 uM ABA (B) gemessen unter Verwendung von Cameleon Ca®*
Sensoren. Die Frequenz der Oszillationen ist in der gca2 Mutante deutlich erhoht. Abbildung aus
(Allen et al., 2001).

Es ist nicht bekannt, dass CPK23 neben seiner Rolle in der Regulation der Anionenkanale SLAC1 und
SLAH3 auch Calciumkanale kontrolliert. Da die Ca®* Signatur in den SchlieRzellen der gca2 Mutante
allerdings verandert ist, sollte das Protein entweder direkt oder indirekt auf die Erhéhung der

zelluldren Ca®* Konzentrationen reagieren, und entweder Ca>* Import/Export oder sogar beides

beeinflussen.
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Ein moglicher Mechanismus wére zum Beispiel die Wahrnehmung der Ca** Konzentration durch eine
andere CPK mit hoherer Ca?* Abhingigkeit, die CPK23 reguliert und in Folge dessen es durch einen
Feedbackmechanismus zur Wiederherstellung der Ca** Homgostase kommt. So wurde zum Beispiel
gezeigt, dass die stark Ca** abhingige Kinase CPK11, die wenig Ca®* abhangige Kinase CPK24
phosphoryliert. Beide Proteine bilden wahrscheinlich eine Signalkaskade und sind in der Inhibition
von K" Kanilen und der Regulation des Pollenschlauch Wachstums involviert (Zhao et al., 2013).
Alternativ ware auch denkbar, dass sich CPK23 nach einmalig erfolgter Ca®* Bindung durch
Autophosphorylierung  selbst  reguliert. Fir GCA2 wurde eine ganze Reihe an
Autophosphorylierungsstellen identifiziert, einige davon befinden sich auch in der inhibierenden
junction Doméane (Wellmann, 2013). Es ware denkbar, dass eine Phosphorylierung an diesen Stellen
notwendig ist, um CPK23 in seine aktive Form zu Uberfiihren, beziehungsweise in dieser zu halten
(Abb. 4.9). So wére es denkbar, dass es fur CPK23 &dhnlich der humanen CamKll unterschiedliche
Aktivitatstufen gibt (Schulman et al., 1992), und das eine einmal durch Autophosphorylierung voll

aktivierte Kinase auch ohne Ca** in einem teilweise aktiven Zustand verbleibt.
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Abbildung 4.9 Mégliches Modell der Aktivierung von CPK23 durch Ca** und Autophosphorylierung
Im inaktiven Zustand inhibiert die junction Domane durch einen Pseudosubtratmechanismus die

Kinasedomane. Durch Bindung von Ca®* an die Calmodulindomane kommt es vermutlich zu einer
Konformationsdanderung von CPK23 und die Kinase wird aktiv und phosphoryliert sich im Bereich der
junction Domaéne selbst. Diese Phosphorylierungen konnten die Kinase auch in der Abwesenheit von
Ca’' in einer aktiven Konformation halten. Durch die Wirkung von Phosphatasen kdnnte die Kinase
wieder in den inaktiven Zustand zurlickversetzt werden. Das Modell wurde ableitet von dem
publizierten Mechanismus der humanen CamKIl (Schulman et al., 1992).
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Dafir musste freilich die Ca®* Konzentration in der Zelle zumindest kurzzeitig ausreichend ansteigen
um CPK23 zu aktivieren. Fir eine Aktivierung von CPK23 in vitro waren zumindest hohe nanomolare
Konzentrationen notig (Geiger et al., 2010), die deutlich Gber den normalen Konzentrationen (< 100
nM) im Cytoplasma wahrend des Ruhezustand liegen. Anzumerken gibt es dabei allerdings, dass die
meisten in vitro Methoden mit rekombinant in E. coli gereinigtem Protein und artifiziellen
Substraten, wie Syntide2 oder Casein, durchgefiihrt wurden. Dabei wurde gezeigt, dass die Wahl des
Substrats die Ca** Abhingigkeit deutlich verandern kann (Boudsocq et al., 2012). Deswegen kénnte
CPK23 bei Verwendung der passenden endogenen Substrate weit niedrigere Ca®* Konzentrationen
fir eine deutliche Aktivierung bendtigen. Selbst wenn die gemessenen Werte der Realitdt in vivo
entsprechen, ist es denkbar, dass die Ca®* Konzentrationen lokal und temporar ausreichend sind.
CPK23 befindet sich an der Plasmamembran, wahrscheinlich dhnlich wie CPK21 lokal konzentriert in
sogenannten Nanodomé&nen mit anderen Proteinen (Demir et al., 2013). Uber die Plasmamembran
stromt Ca’* aus dem extrazelluldren Raum ins Cytosol ein. Dabei diirften temporal und lokal begrenzt
Konzentrationen bis in den micro-molaren Bereich zu Stande kommen (Brandman und Meyer, 2008),

und damit ausreichend fiir eine Aktivierung von CPK23.

Schlussendlich kommt ein letztes Argument fiir eine relevante in vivo Ca** Regulation aus dem CPK23
Sequenz Vergleich der verschiedenen Arabidopsis Okotypen. Wahrend sich im N-Terminus und der
Kinase-Domane eine Vielzahl an AS Substitutionen finden, die weit (iber dem liegen was statistisch zu
erwarten ware, ist die Calmodulin Domane erstaunlich gut konserviert (Abb. 3.12). Beim Vergleich
der sehr diversen Okotypen Col-0, Ler-0, Bur-0 und Tsu-1 fand sich gerade einmal eine einzige
variable Aminosdure an Position 442, bei der es sich entweder um ein Glutamin oder Histidin
handelt. Diese auBerordentlich niedrige Mutationsrate koénnte Folge einer Selektion gegen
Mutationen in dieser Domédne sein, eines selective sweep, und legt nahe, dass die Calmodulin
Domane fir die Funktion und in vivo Ca** Regulation der Kinase wichtig ist, da man ansonsten eine

hoéhere Anzahl an Mutationen auch in dieser Doméne erwarten wirde.

Alles in allem sprechen einige Argumente dafiir, dass CPK23 das Potenzial hat Schwankungen
zelluldrer Ca** Konzentrationen in konkrete zelluldre Antworten zu libersetzen. Geht man allein auf
Basis der gemessenen in vitro Affinitdten davon aus, dass CPK23 nicht Cca* reguliert ist, ware in der
Konsequenz wahrscheinlich die Mehrheit der CPK Genfamilie nicht Ca®* reguliert, da etliche
Mitglieder eine dhnliche oder schwichere Ca** Abhangigkeit in vitro als CPK23 zeigen (Boudsocq et

al., 2012).
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4.3. Funktionelle Redundanz zu CPK23

CPK23 erwies sich im transienten Reporterassay als sehr starker positiver Regulator der ABA
abhangigen Genexpression und Ubertraf die Effekte der beiden Kinasen CPK4 und CPK11 deutlich
(Abb. 3.7). Bei der physiologischen Analyse einer T-DNA KO Linie (Abb. 3.1) konnten hingegen keine
wesentlichen Phanotypen festgestellt werden, einzig im Keimungsverhalten zeigte die Linie cpk23 ein
leicht hypersensitives Verhalten gegeniiber ABA (Abb. 3.3). Diese Beobachtung steht nicht nur im
Widerspruch zu der postulierten Rolle von CPK23 als positivem Regulator der ABA
Signaltransduktion, der gemessene Effekt ist auch sehr gering verglichen mit den
Keimungsphdnotypen anderer ABA hypersensitiver Mutanten, wie zum Beispiel PP2C KO Mutanten
(Rubio et al., 2009). Soweit CPK23 eine Funktion in der ABA Signaltransduktion hat, muss wohl davon
ausgegangen werden, dass das weitgehende Ausbleiben sichtbarer Phanotypen auf funktionelle
Redundanz zuriickfihren ist. Alle Kernkomponenten der ABA Signaltransduktion werden von
Proteinfamilien gebildet, deren Mitglieder teilweise redundante Funktionen besitzen. Dies wurde
durch die Analyse von Doppel- und Mehrfach KO Mutanten sowohl fiir RCARs (Park et al., 2009;
Fuchs et al., 2014), PP2Cs (Rubio et al., 2009) als auch SnRK2 Kinasen (Fujii und Zhu, 2009) und bZip
TFs gezeigt (Yoshida et al., 2010). Der KO einzelner Mitglieder dieser Familien fihrt nur im Einzelfall
zu starken Phanotypen, wie beispielsweise bei der SnRK2 Kinase OST1, die fir die Regulation der
SchlieBzellen unerlasslich ist (Mustilli et al., 2002). Doppel- und Mehrfach KO Pflanzen zeigen aber in

der Regel wesentlich gravierendere Phanotypen.

Auf der Suche nach Proteinen mit redundanter Funktion zu CPK23, ist der nahe liegende und beste
Kandidat CPK21. Zum einen da fiir CPK21 und CPK23 bereits eine redundante Funktionen in der
Aktivierung der Anionenkanale SLAC1 und SLAH3 gezeigt wurde (Geiger et al., 2010; Geiger et al.,
2011), zudem ist CPK21 mit 81,9% Aminosaureidentitit die CPK mit der héchsten Ubereinstimmung
zu CPK23. Allerdings zeigte CPK21 keinen nennenswerten Effekt auf die RD29B Expression im
transienten Protoplasten Reportersystem (Abb. 3.7). Die Analyse transgener Doppel KO Linien war
zudem nicht moglich, da sich CPK21 und CPK23 unginstigerweise in unmittelbarer Nidhe auf
Chromosom IV (Abb. 3.2) befinden. In dieser Arbeit konnten mittels amiRNA Pflanzen mit deutlich
reduzierter Expression beider CPKs, hergestellt werden (Abb. 3.11), deren zukiinftige Analyse
Aufschluss dariiber geben kénnte, ob die beiden Proteine auch in der Regulation der Genexpression
redundante Funktion besitzen. Ausgehend von der Sequenzihnlichkeit ist der nachst beste Kandidat
CPK15, deren Ubereinstimmung mit CPK23 auf Aminosdure Basis 74,9% entspricht. Allerdings
konnten in dieser Arbeit keine Hinweise auf eine Beteiligung von CPK15 in der ABA
Signaltransduktion gefunden werden und auch die mittels Kreuzung erstellte Linie cpkl15cpk23

lieferte keinen Hinweis auf redundante Funktionen zwischen diesen beiden CPKs.
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CPK23 und CPK21 befinden sich nicht nur in unmittelbarer Nahe auf Chromosom |V, sie bilden mit
CPK22, CPK27 und CPK31 einen Gencluster (Abb. 4.10). Alle 5 Gene befinden sich in unmittelbarer
N&he in selber Orientierung und besitzen hohe AS Sequenzidentitat (zu CPK23: CPK22 — 64,2%, CPK27
- 62,1%, CPK31 — 62,5%), weshalb gemutmaRt werden kann, dass diese womoglich durch mehrfache
Genduplikation entstanden sind (Cheng et al., 2002). Weder fiur CPK22, noch fir CPK27 oder CPK31
sind Funktionen in biologischen Prozessen beschrieben worden. Durch ihrer Lage und die
verhéaltnismaRig hohe Ubereinstimmung zu CPK23 (nach CPK21 und CPK15 sind diese drei CPKs die
am engsten verwandten Homologen) bieten sie sich als Kandidaten fiir eine weitere Analyse an. Da
KO Allele dieser Gene allerdings ebenfalls stark gekoppelt mit CPK23 vererbt werden, miissten dafir
gerichtete Gen-KO Ansatze in Betracht gezogen werden. Daflir anbieten wiirden sich TALEN oder
CRISPR, mit denen nicht nur einzelne Gene sondern auch ganze Gencluster deletiert werden kénnen

(Xiao et al., 2013).
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Abbildung 4.10 CPK Proteinfamilie und Gencluster auf Chr. IV
Die CPK23 Genfamilie besteht aus 34 Mitgliedern und unterteilt sich basierend auf

Sequenzahnlichkeit in 4 Untergruppen. Auf Chromosom IV befinden sich 5 Mitglieder von
Untergruppe Il (CPK23, CPK21, CPK22, CPK27 und CPK31) in unmittelbarer Nahe in einem Gencluster.
Alle CPKs befinden sich in selber Orientierung, besitzen hohe Sequenzidentitdit und sind
wahrscheinlich durch Genduplikationen entstanden. Phylogenetischer Stammbaum aus (Cheng et al.,
2002).

Sequenzidentitadt kann ein Hinweis auf redundante Funktion sein. So besitzen zum Beispiel CPK4 und
CPK11, die eine redundante Funktion in der Regulation von ABF4 zu haben scheinen (Zhu et al.,
2007), eine Ubereinstimmung auf AS Ebene von 95%. Auch CPK17 und CPK34, beide beteiligt an der
Regulation des polaren Wachstums von Pollenschlauchen (Myers et al., 2009), haben eine sehr hohe

AS Identitdt (93%). Auf der anderen Seite ist Sequenziibereinstimmung offensichtlich keine

Vorrausetzung fiir die Beteiligung einzelner CPKs an gleichen Signalwegen. So wurde zum Beispiel
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gezeigt, dass verschiedene CPKs die denselben bZip TF phosphorylieren, eine eher niedrige AS
Identitdit haben und sich in unterschiedlichen Untergruppen befinden. Wahrend CPK23 zu
Untergruppe Il gehort, fallen CPK4 und CPK11 in Gruppe | und CPK32 gehort Gruppe Il an. Insofern

kdonnte auch die Kombination von KO Allelen dieser CPKs aufschlussreich sein.

Erweitert man die Suche nach redundanten Proteinen Uber die Familie der CPKs hinaus, sind
insbesondere SnRK2 Kinasen, allen voran OST1, Kandidaten mit potenziell redundanter Funktion. Sie
bilden zusammen mit CPKs eine Kinase Superfamilie (Hrabak et al., 2003). OST1 und CPK23 scheinen
sowohl in der Regulation von Anionenkandlen als auch bZip TFs sehr dhnliche Funktion zu besitzen,
es gibt jedoch auch ein paar Unterschiede. Sowohl OST1 als auch CPK23 aktivieren den Anionenkanal
SLAC1, allerdings scheinen die Kinasen dabei andere AS Reste zu modifizieren (Geiger et al., 2010). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beide Kinasen bZip TFs aktivieren und beide eine Praferenz
flir ABF2 und ABF4 haben. Deutliche Unterschiede waren in der Regulation des TFs ABI5 zu sehen
(Abb. 3.23). Fiir OST1 und eine Reihe weiterer SnRK2s konnte gezeigt werden, dass sie ABF2 an
verschiedenen R-X-X-S/T Aminosdure Motiven phosphorylieren (Furihata et al., 2006), einem Motiv
das auch bereits als CPK Phosphorylierungsstelle identifiziert wurde (Klimecka und Muszynska, 2007).
In der Tat phosphoryliert CPK23 auch ABF1-4 und ABI5 in vitro (PleiRner, unveroffentlicht).

Vergleicht man die beiden Kinasen, stellt sich die Frage, ob es sich dabei um zwei weitgehend
redundante, synergistisch wirkende Kinasen in der ABA Signaltransduktion handelt, oder eher um
zwei sehr dhnliche, aber zum Teil gegenldufige Regulatoren. Wenn letzteres der Fall ist, wie wird
dann Spezifitat sichergestellt? In der MAP-Kinase Signaltransduktion in Hefe wird dieses Problem
Uber drei unterschiedliche Verfahren gel6st: Feedback Kontrolle, gegenseitige Inhibierung und mit
Hilfe von scaffold Proteinen durch Bildung verschiedener Proteinkomplexe (Chen und Thorner, 2007).
Zum Beispiel fuhrt die MAP Kinase HOG1, involviert in der Reaktion auf osmotischen Stress, durch
Phosphorylierung des Membran gebunden Rezeptors SHO1 zu einem negativen Feedback durch
Inaktivierung des Rezeptors. SHO1 ist auch involviert in der Signalkaskade an der die MAP-Kinase
KSS1 beteiligt ist, und in deren Folge es durch Nahrstoffmangel zu filamentésem Wachstum kommt
(Zou et al.,, 2008). In der ABA Signaltransduktion konnte CPK23 zum Beispiel (ber die
Phosphorylierung von PP2Cs zu einem positiven oder negativen Feedback beitragen. Eine andere
Moglichkeit um Spezifitat sicherzustellen, ist die direkte Inhibierung anderer Signalwege. So fiihrt
zum Beispiel die MAP-Kinase FUS3 durch Phosphorylierung des TF TEC1 zu dessen Abbau. TEC1 ist
eigentlich beteiligt in der Signaltransduktion als Reaktion auf osmotischen Stress und unterliegt dort
der Kontrolle durch die MAPK HOG1 (Bao et al., 2004). Gleichzeitig flihrt FUS3 auch iber einen bisher
unbekannten Mechanismus zur Inaktivierung der MAPK KSS1 (Sabbagh, JR et al., 2001). FUS3 ist in

erster Linie flir die Aktivierung des Signalweges wichtig, der zum mating fihrt und inaktiviert
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gleichzeitig andere Signalwege. Wie in dieser Arbeit gezeigt und bereits diskutiert wurde, gibt es
deutliche Hinweise auf eine gegenseitige Regulation zwischen OST1 und CPK23. Ubertridgt man die
Erkenntnisse durch die Untersuchung von MAP-Kinase Wegen in Hefe auf die ABA
Signaltransduktion, so ware es denkbar, dass durch gegenseitig Phosphorylierung oder Modifikation
von untergeordneten Komponenten, zum Beispiel ABI5, die Spezifitdt des Signal-Outputs erreicht

wird.
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4.4. Genetische Variabilitat am CPK23 Locus

Natiirliche Variabilitit findet sich zwischen den verschiedenen Arabidopsis thaliana Okotypen in
einer Vielzahl unterschiedlicher Merkmale. Neben ihrem duReren Erscheinungsbild unterscheiden sie
sich vor allem in ihrer Resistenz gegenlber Pathogenen und ihrer Toleranz gegeniiber abiotischem
Stress (Koornneef et al., 2004; Lefebvre et al., 2009). Dabei ist es durchaus denkbar, dass die
beobachteten Unterschiede Anpassungen an bestimmte Lebensrdaume und Umgebungen
reflektieren. Grundlage dieser phanotypischen Variabilitdat sind zum Teil recht gravierende
Veridnderungen auf genetischer Ebene zwischen den verschiedenen Okotypen. Insbesondere bei
Genen, die fir Wechselwirkungen mit der Umwelt relevant sind, wurde durch die Analyse der
Genomsequenzen verschiedener Okotypen ein sehr hohes MaR an genetischer Variabilitit gefunden

(Clark et al., 2007).

Die Analyse natirlicher Variabilitdt innerhalb der Spezies Arabidopsis stellt neben der Analyse von
kiinstlich erzeugten Mutanten eine Moglichkeit dar, Gene zu identifizieren, die fiir die Auspragung
relevanter Merkmale verantwortlich sind. Dies erfordert zunachst die phanotypische Identifizierung
von Unterschieden bei interessanten Merkmalen. Als nachstes missen die genetischen Grundlagen
bestimmt werden, die fir die beobachtete Variabilitdt verantwortlich sind und abschliefend die
molekularen Mechanismen dieser genetischen Variabilitdt aufgeklart werden. Mittels QTL-
(quantitative trait locus) Mapping konnen die genetischen Grundlagen beobachteter Variabilitat
bestimmt werden. Dabei macht man sich insbesondere eine wachsende Anzahl an Arabidopsis
recombinant inbred lines (RIL) zu Nutze (http://arabidopsis.info/), Kreuzungen zwischen Arabidopsis
Okotypen, die fiir jeden Abschnitt des Genoms homozygot fiir einen der beiden Ausgangstypen sind.
Da viele Merkmale von einer ganzen Reihe an Genen beeinflusst werden, ist das Resultat eines QTL-
Mappings in der Regel auch die ldentifizierung einer ganzen Reihe ldangerer chromosomaler
Abschnitte (QTL) mit unterschiedlich starkem Einfluss auf das untersuchte Merkmal. Keimung ist zum
Beispiel ein komplexer Prozess, der von etlichen Genen anscheinend weitgehend unabhingig
voneinander beeinflusst wird. So wurden bisher 11 DOG (delay of germination) QTL bestimmt, die die
Samenruhe beeinflussen (Bentsink et al., 2010). Einzelne Merkmale kénnen aber auch von wenigen
QTL mit starken Effekten bestimmt werden, wie am Beispiel der QTL fir die Kontrolle der Blitezeit
gezeigt wurde, bei denen es sich um die beiden QTL Gene FLC und FRI handelt (Strange et al., 2011;
Deng et al., 2011).

Verschiedene Arabidopsis Okotypen unterschieden sich auch deutlich in ihrer Resistenz gegeniiber
Trocken- und Salzstress (Quesada et al., 2002; Granier et al., 2006). Dabei erfiillt CPK23 zwei wichtige

Bedingungen fiir einen moglichen QTL. Zum einen ist CPK23, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, ein
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Regulator der ABA Signaltransduktion, die zur Anpassung an Trocken- und Salzstress fihrt. Zum
anderen findet sich am CPK23 Locus ein hohes MaR an genetischer Variabilitat, verbunden mit einem
funktionellen Unterschied in der in vivo Aktivitdt des Proteins. In dieser Arbeit wurden die drei sehr
variablen Okotypen Ler-0, Bur-0 und Tsu-1 mit Col-0 verglichen (s. Kapitel 3.3). Wie bereits zuvor
erwahnt, besitz CPK23 ein deutlich hdheres Mall an Sequenzvariabilitit als andere CPKs,
beispielsweise CPK15 oder CPK21. Dabei iberwiegt die Anzahl der nicht synonymen (K,) im Vergleich
zu synonymen SNPs (K,) leicht. Bei 92 gefunden SNPs zwischen den vier Okotypen kommt es zu
einem Austausch von 47 AS. Ein Verhaltnis von nicht synonymen zu synonymen SNPs von >1 spricht

dabei fiir eine beschleunigte evolutionare Anpassung (Clark et al., 2003).

In dieser Arbeit wurde ebenfalls damit begonnen, die molekularen Mechanismen aufzuklaren, die fir
die Aktivitdtsunterschiede der verschiedenen CPK23 Allele verantwortlich sind. Offen bleibt die
Frage, ob der CPK23 Locus auch die ABA Sensitivitat der gesamten Pflanze und Unterschiede in der
ABA Sensitivitat verschiedener Okotypen bestimmen kann. Ein Hinweis darauf kommt aus der
Kreuzung der Okotypen Ler-0 und Col-0 und der Analyse der F2 Population (Korte, 2009). Der Okotyp
Ler-0 verhalt sich deutlich sensitiver als Col-0 in der Inhibition des Wurzelwachstums durch ABA.
Keimlinge in der F, Population zeigten einen ABA sensitiven (wie Ler-0), insensitiven (wie Col-0) oder
intermedidren Phanotyp. Interessanterweise konnte dabei eine statistisch signifikante Kopplung des
CPK23 Locus mit der ABA Sensitivitdt in der F, Generation festgestellt werden. Dies legt nahe, dass
CPK23 zumindest mit einem QTL gekoppelt ist, der die ABA Sensitivitdt beeinflusst. In einem QTL-
Mapping einer Ler-0 x Col-4 RIL Population auf Keimung unter Salzstress wurde zudem ein QTL mit
geringerem Effekt auf Chromosom IV in der Ndahe von CPK23 gefunden (Quesada et al., 2002).
Salzstress und ABA-Sensitivitat konnen allerdings nicht einfach gleich gesetzt werden, zudem scheint
die Adaption auf Salzstress auch von einer ganzen Reihe unterschiedlicher genetischer Faktoren
beeinflusst zu werden. So konnten durch die Analyse von Sha x Ler-0 und Sha x Col-0 RIL Linien 22
QTL, die Keimung unter Salzstress beeinflussen, mit zum Teil starken epistatischen Effekten bestimmt
werden (Galpaz und Reymond, 2010). Die liberwiegende Mehrheit ermittelter QTL wurde bisher
allerdings nicht kloniert. Eine Ausnahme bildet RAS1, ein QTL auf Chromosom |, der die ABA und
Salzsensitivitat zwischen den Okotypen Ler-0 und Sha beeinflusst und bei dem es durch ein

friihzeitiges Stop-Codon zu einem verkirzten Protein in Sha kommt (Ren et al., 2010).

Die geringe Anzahl klonierter QTL hangt mit der begrenzten Genauigkeit zusammen, mit der QTL
durch die Analyse von RIL Linien bestimmt werden kénnen. QTL sind zumeist groRere chromosomale
Abschnitte, die mehrere hundert ORFs beinhalten kénnen. Um den entscheidenden genetischen
Polymorphismus zu bestimmen ist eine Feinkartierung notwendig, entsprechend der Klonierung

chemisch induzierter Mutationen. NIL (near isogenic lines) bieten sich zur Bestatigung des QTL und
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fir die Riickkreuzung zur Feinkartierung an (EI-Din El-Assal et al., 2001; Bentsink et al., 2003). Diese
Linien entsprechen beinahe komplett einem der beiden entsprechenden Wildtypen und sind nur fir
einen kleinen Bereich homozygot fiir den anderen. Die Verifizierung eines Kandidaten QTL Gens
sollte anschlieBend durch Komplementation erfolgen. Dies kann zum Beispiel, wie flir RAS1 gezeigt,
mittels amiRNAs und quantitativem knock-down geschehen (Ren et al., 2010) oder durch Transgene
Komplementation, den Transfer eines Alleles von einem Ausgangs Okotyp in den anderen. Auf diese
Art wurden verschiedene QTL Gene experimentell bestdtigt, zum Beispiel der Photorezeptor PHYB
zwischen den Okotypen Ler-0 und Cvi-0 (Filiault et al., 2008) oder das Adenosine 5'-phosphosulfat-
reductase Gen APR2, das am Sulfat Assimilationsweg beteiligt ist und verantwortlich ist fiir einen
quantitativen Unterschied zwischen den Okotypen Bay-0 und Sha (Loudet et al., 2007). Ein Problem
bei diesem Ansatz sind allerdings Effekte die rein durch die Position des eingebrachten Transgens
hervorgerufen werden, wodurch eine Verifizierung von QTL Genen mit geringem Effekt erschwert
werden kann. Dies wird deutlich durch eine Arbeit, welche die Nachteile der RPM1 vermittelten
Resistenz gegeniiber Pseudomonas syringae auf Samen- und Biomasseproduktion der Pflanze
untersuchte und bei der im Vergleich der einzelnen transgenen Linien, deutliche Unterschiede bei

diesen Parametern gemessen wurden (Tian et al., 2003).

Es ist durchaus denkbar, dass die vielfaltigen Polymorphismen in der codierenden Sequenz des CPK23
Proteins und der beobachtete Funktionsunterschied in vivo zu einer veranderten ABA Sensitivitat der
Pflanze beitragen. Um dies experimentell zu bestdtigen, ware es sinnvoll eine transgene
Komplementation zu versuchen. Alternativ konnte es auch interessant sein, zu untersuchen, ob in
einer gréReren Stichprobe an Arabidopsis Okotypen eine Korrelation zwischen der in vivo Aktivitat im
Protoplasten Assay und der ABA Sensitivitdt der Pflanzen in physiologischen Assays besteht. Eine
Korrelation zwischen Enzymaktivitdat und Phanotyp konnte zum Beispiel fir einen QTL zwischen den
Okotypen Bay-0 und Sha im ATPS1 Gen gezeigt werden, das auch am Sulfat Assimilationsweg
beteiligt ist (Koprivova et al., 2013). Flir den QTL verantwortlich sind in diesem Fall allerdings keine
codierenden Veranderungen, sondern regulatorische Unterschiede in nicht codierenden Bereichen
des ATPS1 Gens. Dabei ist die Expression von ATPS1 in Bay-0 geringer als in Sha, damit korreliert
sowohl die gemessenen Enzymaktivitdt in vivo als auch die Sulfat Konzentration. Im CPK23 Gen
finden sich neben etlichen Polymorphismen in der codierenden Sequenz auch gravierende
Unterschiede in der Promotor Sequenz zwischen den Okotypen Ler-0 und Col-0 (Abb. 4.11 A). Dabei
scheint es zu einer groReren Deletion und Insertion gekommen zu sein. Diese gravierenden
Anderungen kénnten leicht zu einer differenziellen Expression des CPK23 Gens fiihren, die ebenfalls

das Potenzial haben kénnte, zur natiirlichen Variabilitdt der ABA Sensitivitat beizutragen.
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Abbildung 4.11 CPK23 Promotorvergleich zwischen Ler-0 und Col-0 sowie Okotyp-
Expressionsunterschiede

Vergleich der CPK23 Promotorstruktur zwischen den Okotypen Col-0 und Ler-0 (A). Abgebildet ist der
Bereich zwischen CPK23 und dem vorausgehenden Gen AT4G04745. Durch eine Deletion und
Insertion ist es zum Austausch groRerer Bereiche gekommen, die im anderen Okotyp nicht
vorhanden sind (graue Bereiche). Auch in seiner Lange unterscheidet sich der Abschnitt in den
beiden Okotypen deutlich. Stark konservierte Bereiche finden sich in erster Linie in der Nihe des
upstream gelegenen Gens AT4G04745 (dunkelroter Bereich mit 98% Ubereinstimmung). In Richtung
des CPK23 Gens gibt es zwei kiirzere Bereiche mit einigen Ahnlichkeiten (hellroter Bereich). Die
Expressionsstirke des CPK23 Gens (B) variiert in verschiedenen Arabidopsis Okotypen. Die
abgebildeten Daten stammen aus dem eFP Browser (Winter et al.,, 2007), dabei wurden die

Om E7/N48,
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Voreinstellungen des Browsers verwendet und die CPK23 Expressionsstarke in Relation gesetzt zu
dem Referenzgen AT3G27340.

Vergleicht man die vorhanden Expressionsdaten des Arabidopsis eFP  Browsers
(http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) fur CPK23, findet man deutliche Unterschiede
zwischen verschiedenen Okotypen (Abb. 4.11 B). Dabei hat der Okotyp Ler-2 eine etwa 2,7 fach
hohere Expression als Col-0. Allerdings gibt dieser Datensatz nur die Expression unter
Kontrollbedingungen wieder und ist nicht assoziiert mit abiotischem Stress oder ABA Applikation.
Unter diesen Bedingungen kdnnten die Expressionsunterschiede noch wesentlich gravierender sein.
So fiihrte ABA Applikation in Ler-0 zu einer deutlichen Reduktion der CPK23 Expression (Korte, 2009)
wahrend in den Daten des eFP Browser kein entsprechender Effekt fiir Col-0 zu finden ist. Insofern
koénnte es auch sehr informativ sein, die Expressionsrate des CPK23 Gens auf eine Korrelation mit der

ABA Sensitivitat in verschiedenen Okotypen zu untersuchen.
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4.5. Grundlagen der funktionellen Variabilitdt von CPK23

Der CPK23 Locus zeigt in verschiedenen Arabidopsis Okotypen ein hohes MaR an Diversitit und auch
die Proteine zeigen in vivo unterschiedliche Aktivitdit. Aber warum ist das so und welche
Aminosaureveranderungen sind dafir ursachlich? Generell ware denkbar, dass durch einzelne AS
Substitutionen zum Beispiel ATP oder Mg** Bindung der Kinasen beeinflusst sind und damit ihre
katalytische Aktivitat grundsatzlich eingeschrankt ist. Vergleicht man die beiden Proteine aus Ler-0
und Col-0 allerdings in vitro, ergeben sich dabei keine nennenswerten Unterschiede (PleiRner,
unveroffentlicht). Daher sollte man annehmen, dass die Kinasen entweder unterschiedliche
Interaktionspartner aufweisen, manche Interaktionen koénnten zum Beispiel nur in einzelnen
Okotypen vorkommen, oder mit den gleichen Proteinen interagieren, aber differenziell reguliert

werden.

In dieser Arbeit wurde versucht die entscheidenden Veranderungen in der Aminosauresequenz des
CPK23 Proteins zu identifizieren, die fiir den beobachteten, funktionellen Unterschied verantwortlich
sind. Dafiir wurden die Proteine aus den beiden Okotypen Col-0 und Bur-0, die beide vergleichbare,
induzierende Aktivitat in vivo zeigten, mit GCA2 aus Ler-0 verglichen, das einen gegensatzlichen,
leicht reprimierenden Effekt hatte (Abb. 3.13). Vielversprechend schien in diesem Zusammenhang
vor allem die Analyse des N-Terminus, der zwischen den Okotypen Ler-0 und Col-O0 die gréRten
Abweichungen zeigt. Die AS Sequenz ldentitdt betragt in diesem Bereich nur 68,8% und beinhaltet
eine acht beziehungsweise neun AS lange Deletion/ Insertion. Der N-Terminus ist grundsatzlich
innerhalb der CPK Proteinfamilie der am wenigsten konservierte Bereich. Es wird angenommen, dass
er wichtig fiir Interaktionen mit anderen Proteinen und die Substratspezifitdt von CPKs ist (Harper et
al., 2004). So konnte fiir CPK1 aus Nicotiana tabacum durch einen domain-swap mit CPK9 aus
Arabidopsis gezeigt werden, dass der N-Terminus fir die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor
RSG und die in vivo Funktion von NtCPK1 notwendig ist (Ito et al., 2010). Entsprechend zu dieser
Arbeit wurden die N-Termini zwischen CPK23 aus Col-0 und GCA2 ausgetauscht, allerdings hatte dies
keinen Effekt auf die in vivo Aktivitat der beiden Proteine (Abb. 3.16). Man kdnnte daher meinen,
dass die Unterschiede im N-Terminus nicht relevant flr die Aktivitdit von CPK23 sind. Allerdings
konnte mit Tyrosin 44 in GCA2 eine Aminosdure in diesem Bereich identifiziert werden, die
maRgeblichen Einfluss auf die in vivo Aktivitdit hat. Tyrosin 44 wurde als putative Tyrosin
Autophosphorylierungsstelle identifiziert, da fir CPK4 und CPK34 Autophosphorylierung an einem
Tyrosin Rest im N-Terminus gezeigt wurde (Oh et al., 2012). Wenngleich kein Hinweis auf eine Auto-
Phosphorylierung an dieser Stelle gefunden werden konnte, hatte die Mutationen sowohl zu
Aspartat als auch zu Phenylalanin einen partielle Aktivierung von GCA2 zu Folge (Abb. 3.17). Da beide

Aminosaure-Substitutionen an dieser Stelle den gleichen Effekt hatten, muss davon ausgegangen
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werden, dass es sich jeweils um eine loss-of-function Mutation handelt. Demnach ware der Tyrosin-
Rest an dieser Stelle fir einen Mechanismus notwendig, der zur Inhibition von GCA2 fiihrt. In CPK23
befindet sich an entsprechender Stelle ein Aspartat, eine Mutation zu Tyrosin an dieser Stelle hatte
allerdings keinen Effekt (Abb. 3.17). Die unmittelbaren Aminosduren um Tyrosin 44 (Aspartat 53 in
Col-0) sind zwischen den beiden Okotypen zwar konserviert, allerdings befindet sich der Bereich
zwischen der bereits erwdhnten 8 AS langen Deletion und der 9 AS langen Insertion im N-Terminus

und kénnte sich daher leicht in seiner raumlichen Orientierung unterscheiden.

Wenngleich es sich in GCA2 bei Tyrosin 44 wahrscheinlich nicht um eine Autophosphorylierungsstelle
wie in CPK4 und CPK34 handelt, kdnnte diese Stelle Ziel einer Trans-Phosphorylierung sein, wofir
allerdings weitere regulierende Tyrosin Kinasen in Arabidopsis identifiziert werden miissten, neben
den Rezeptorkinasen BAK1 und BRI1 (Oh et al., 2009). Denkbar ware auch, dass Tyrosin auf Grund
seiner GréRRe mit seinem aromatischen Ring und der reaktiven -OH Gruppe am C3 Atom des Ringes,
Teil eines Interaktionsbereichs an dieser Stelle des N-Terminus ist. Es ist durchaus vorstellbar, dass
Tyrosin 44 nicht selbst modifiziert wird, sondern nur die Interaktion oder Modifikation benachbarter
Aminosauren und dadurch die Aktivitdt von GCA2 beeinflusst. In unmittelbarer Nahe von Tyrosin 44
befindet sich Serin 41 (Abb. 4.10), das als Autophosphorylierungsstelle in GCA2 identifiziert wurde
(Wellmann, 2013). Diese Stelle konnte regulatorische Funktion besitzen, da fir NtCDPK2 und
NtCDPK3 gezeigt wurde, dass beide Kinasen durch Autophosphorylierung und darauffolgende
Transphosphorylierung im N-Terminus reguliert werden (Witte et al., 2010). Denkbar wére auch eine
Regulation durch 14-3-3 Proteine, die in der ABA Signaltransduktion bisher nur als Interaktoren von
bZip TFs identifiziert wurden (Schoonheim et al., 2007; Sirichandra et al., 2010). Allerdings wurde fir
CPK1 aus Arabidopsis gezeigt, dass die Aktivitat der Kinase Uber die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen
reguliert wird (Camoni et al., 1998). 14-3-3 Proteine binden praferenziell an Phospho-Serin und -
Threonin und konnen Aktivitat und Lokalisation von Zielproteinen beeinflussen sowie als scaffold

Proteine dienen (van Hemert et al., 2001).

Neben Phosphorylierung kénnen Proteine auch Uber andere Modifikationen posttranslational
reguliert werden. Zum Beispiel iber Acetylierung, SUMOylierung oder Ubiquitinylierung an Lysinen.
Acetylierung ist vor allem eine bekannte Modifikation bei Histon-Proteinen, wurde in Arabidopsis
aber auch schon fiir eine ganze Reihe anderer Proteine gezeigt, zum Beispiel fir die Ethylen Rezeptor
Kinase ETR2 (Finkemeier et al., 2011). Ubiquitinylierung und SUMOylierung beeinflussen unmittelbar
die Stabilitdt von Zielproteinen. Die E3-Ubiquitin Ligase KEG modifiziert zum Beispiel ABI5 und
markiert den TF damit fiir den Abbau durch das 26S Proteasom (Stone et al., 2006). Ein weiteres
Zielprotein von KEG ist die Ca’* regulierte Kinase CIPK26, die mit den PP2Cs ABI1 und ABI2 interagiert
(Lyzenga et al., 2013). Auch SUMOylierung ist Bestandteil der ABA-Signaltransduktion (Lois et al.,
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2003) und kann kooperativ oder kompetitiv zu anderen Lysin Modifikationen wirken (Bossis und
Melchior, 2006). ABI5 wird zum Beispiel durch SIZ1 SUMOylierung stabilisiert aber gleichzeitig
inaktiviert (Miura et al., 2009). Im N-Terminus von GCA2 befinden sich mehrere Lysine an den

Positionen 6, 10, 52, 54 und 61, die fiir eine Modifikation in Frage kimen (Abb. 4.12).

40
Ler-0 MGCFSSKHRK TQONDGG=ERT IPINPLQTHI VDQVP----- —--- TPSTPIS
Col-0 MGCFSSKHRK TQNDGGGERS IPIIPVQTHI VDQVPDHRKPTQIBSPSIPIS
50
44 68
Ler-0 VEIPETILGK GKATLGILGKP FEDIRKF
Col-0 VRDPETILG- —--—--——---— KP FEDIRKF
53 68

Abbildung 4.12 Mogliche regulatorische Stellen im N-Terminus von CPK23
Alignment des N-Terminus zwischen CPK23 aus Ler-0 und Col-0 und Markierung moglicher relevanter

regulatorischer Stellen. Rot markiert ist die mutierte und analysierte Aminosdure Tyrosin 44. Davor
und dahinter befinden sich Insertionen/Deletionen in der Aminosiduresequenz (orange markiert), die
Einfluss auf die rdumliche Struktur des N-Terminus haben kénnten. Die Autophosphorylierung an
Serin 41 in GCA2 ist griin markiert. Unterschiede in der AS Sequenz zwischen den Okotypen sind in
blauer/roter Schrift dargestellt. Lysin-Reste im N-Terminus sind mogliche Stellen fir Acetylierung,
SUMOylierung oder Ubiquitinylierung und sind in lila Schrift dargestellt.

Neben der Regulation von GCA2 lber den N-Terminus ware es auch denkbar, dass der N-Terminus
selbst GCA2 reguliert, indem er mit Bereichen der Kinasedomane interagiert und dass Y44 fiir diese
Interaktion wichtig ist. Zwar lassen sich fir den N-Terminus keine Strukturvoraussagen auf Basis
vorhandener Kristallstrukturen machen, es ware allerdings denkbar, dass der N-Terminus zum
Beispiel die Substratbindung unter gewissen Umstanden verhindert. Ein entsprechender

Mechanismus wurde fiir die Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3) gezeigt, bei der ein Phospho-Serin im

N-Terminus als Pseudosubstrat fungiert (Dajani et al., 2001).

Der N-Terminus von GCA2 scheint eine Funktion in der Regulation der Kinaseaktivitat einzunehmen,
wenngleich er den Aktivitatsunterschied zwischen den Ler-0 und Col-0 Proteinen nicht allein erklaren
kann, da der domain-swap keine, und auch die Mutation von Y44 nur eine partielle Aktivierung
erzielte. Da auch Mutationen im aktiven Zentrum der Kinase (T213 und $218") in der Lage waren
GCA2 teilweise zu aktiveren, ist es naheliegend einen Regulationsmechanismus anzunehmen der N-
Terminus und Kinasedomane einschlief3t. Interessanterweise konnte in einem dhnlichen domain-
swap Experiment gezeigt werden, dass auch die Ca** Abhangigkeit von CPK23 nicht allein von der
Calmodulin-Domaéne abhangt. Eine CPK23 mit der CAM Domane von CPK21 zeigte zwar eine starkere
Ca’* Regulation als CPK23, die allerdings nicht annihernd vergleichbar mit CPK21 war (Liese,

unveroffentlicht). Das bedeutet, dass auch die Ca** Abhangigkeit von CPK23 durch Zusammenspiel
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der CAM Domaéne und anderen Teilen des Proteins, wahrscheinlich der Kinasedomane bestimmt

wird.

Abbildung 4.13 Strukturmodell von GCA2 und Position von $290
Mit Hilfe von Swissmodel (http://swissmodel.expasy.org/, Biasini et al., 2014) vorausgesagte Struktur

von GCA2 im aktiven Zustand basierend auf der Kristallstruktur von CpCDPK3 (PDB:3LlJ). Die
Kinasedomane ist in grau dargestellt, die Calmodulin-Domane in lila. Die beiden kritischen Aspartat-
Reste (193 und 214) im aktiven Zentrum sind durch rote sticks markiert. Serin 290 (griine Kugeln)
befindet sich auf der Oberflache des Proteins, und konnte Teil eines docking Motivs der Kinase sein.

Ein relevanter Unterschied in der Kinasedomane konnte durch den Vergleich der Ler-0 und Bur-0
Proteine bestimmt werden. Arginin 290 in Bur-0 fihrte bei Mutation zu einem Ler-0 entsprechenden
Serin zu einem partiellen Aktivitatsverlust um etwa 50% (Abb. 3.20). Denkbar ware eine kooperative
Wirkung des N-Terminus zusammen mit dieser Stelle in der Kinasedomane. Basierend auf einem
vorausgesagten Modell von GCA2 befindet sich Serin 290 wahrscheinlich exponiert auf der
Oberflache von GCA2, distal des aktiven Zentrums (Abb. 4.13). Anzunehmen ware eine Funktion in
der Substratbindung, eventuell handelt es sich um ein docking Motiv. Solche Motive wurden bei
einer ganzen Reihe an Kinasen identifiziert, zum Beispiel bei GSK3 und MAP-Kinasen (Biondi und
Nebreda, 2003). Verschiedene MAP-Kinasen unterscheiden sich in erster Linie in den Aminosauren
auf ihrer Oberflache, dabei konnen bereits kleine Verdnderungen die Funktion und Spezifitdt der
Kinasen stark beeinflussen wie flr die MAP-Kinasen HOG1 und FUS3 in Hefe gezeigt wurde (Mody et

al., 2009). Zwar konnte die Struktur des N-Terminus von GCA2, wie bereits erwahnt, nicht
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vorausgesagt werden, es ist allerdings anzunehmen, dass auch der N-Terminus frei zuganglich ist.
Somit kénnte der N-Terminus zusammen mit dem Bereich um AS 290 die Interaktionen ermdglichen,
die zur Regulation von GCA2/CPK23 fiihren, oder die Bindung von untergeordneten Komponenten

vermitteln, durch die CPK23 die ABA Signaltransduktion reguliert.
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5. Anhang

TALEN - DNA

Abbildung 5.1 TALEN Expression in Protoplasten und Verifizierung mittels Restriktionsverdau
Col-0 Protoplasten wurden mit ansteigenden Mengen (1ug (1), 3ug (2), 10ug (3) 35S::TALEN DNA

transfiziert. Nach 16h Inkubation wurde DNA aus den Protoplasten prapariert und ein genomischer
Bereich von CPK21 amplifiziert. Das erhaltende PCR-Produkt wurde mit dem Restriktionsenzym Bsrl
verdaut. Dabei erhalt man im nicht mutagenisierten Zustand zwei Banden bei 265bp und 163bp.
Wurde die Schnittstelle durch die TALEN Aktivitdat zerstort kann das PCR Produkt nicht verdaut
werden. Spur 4 (UV) zeigt die nicht verdaute Kontrolle. WK = Wasserkontrolle, verwendete DNA
Ladder = GeneRuler 100bp DNA Ladder von Thermo Fisher.
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CPK23 Nukleotidsequenzen

Nukleotidsequenzen von CPK23 aus unterschiedlichen Arabidopsis thaliana Okotypen und aus
Arabidopsis lyrata. Rot markiert ist die Sequenz des N-Terminus, schwarz die der Kinase Domane und
blau die CAM und Junction Domé&nen. Sequenzen fir Ler-0 stammen aus (Korte, 2009). Die
Sequenzen der Okotypen Bur-0 und Tsu-1 wurden zum Teil in dieser Arbeit sequenziert (N-Terminus
und Kinase Domane) oder stammen aus der Datenbank (CAM Domane) des 1001 genomes project

(http://signal.salk.edu/atg1001/index.php). Col-0 Sequenzen stammen von www.arabidopsis.org, die

Sequenzen fiir A. lyrata wurden tber NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bezogen.

CPK23 Ler-0 (GCA2)

ATGGGTTGCTTCAGCAGTAAACACCGGAAAACTCAAAACGACGGCGGCGAAAGAACAATTCCGATCAATCCAC
TCCAAACCCATATCGTTGATCAAGTCCCAACTCCATCGACACCCATCTCAGTTCGATATCCAGAGACAATTTTAG
GTAAGGGGAAAGCATTAGGGATTTTAGGTAAACCCTTCGAAGACATCAGGAAATTTTACAGCTTGGGGAAAG
AATTAGGTCGAGGTGGTTTAGGGATTACGTATATGTGTAAAGAGATTTCGACTGGGAACAATTACGCTTGCAA
ATCGATTCTCAAGAGGAAGCTAATTAGTGAGCAGGGTAGAGAAGATGTGAAGACAGAGATTCAGATAATGCA
GCATTTGTTTGGACAACCAAACGTTGTTGAGATCAAAGGTGCTTATGAGGATAGACAATATATACATTTGGTTA
TGGAGTTGTGTGCTGGTGGTGAGTTGTTTGATAGGATTATAGCTCGGGGTCATTACTCTGAGAGAGCTGCTGC
TGGTATCATTAGGTCTATTGTGAGTGTTGTTCAGATTTGTCATTTGAAGGGTGTGATTCATCGAGATCTCAAGC
CTGAGAATTTCTTGTTCTCGAGTAAGGAGGAGAATGCAATGCTTAAAGTAACCGATTTCGGGTTGTCCGCGTTC
ATCGAAGAAGGAAAAGTTTACCAGGATGTGGCTGGGAGTCCTTACTACGTTGCTCCTGAAGTATTAAGGCGAA
GTTACGGAAAAGAAATCGACATTTGGAGTGCAGGTGTTATTTTATACATCCTACTCTGCGGTGTACCTCCTTTTT
GGGCCGACAATGAGATAGGAATATTCGATGAGATTCTAAAATGCGAAATTGATTTTGAAAGCCAACCATGGCC
TTCTATATCTGAAAGCGCGAAAGATCTTGTTAAGAAGATGCTAACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCACTGCT
GAACAGGTTCTTGAACATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAAGCACCGGACAAGCCTATTGATAGCACTGTGTTAT
CACGTATGAAGCAATTCCGAGCAATGAACAAGCTTAAGAAGCTAGCCCTAAAGGTTAGCGCGGTGAGTCTATC
CGAAGAAGAGATCAAAGGTCTTAAAACCTTGTTTGCGAATATGGATACCAATAGAAGCGGGACAATCACTTAT
GAACAACTCCAAACTGGGCTAAGTAGACTTAGATCTAGACTCTCTGAAACTGAAGTTCAGCAACTCGTTGAAG
CGTCTGATGTGGATGGTAATGGAACAATTGACTACTATGAGTTTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTA
CATCAAGATGAGCACGTACACAAAGCATTCCAACACTTAGATAAAGACAAAAATGGGCACATAACTAGGGATG
AGTTGGAAAGTGCCATGAAGGAATATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCGAAGTTG
ACACCGACAATGATGGAAAAATAAACTTTGAGGAATTTCGTGCGATGATGAGATGTGGCACCACACAACCAAA
AGGGAAACAGTATCCATTCCACTGA
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CPK23 Col-0

ATGGGTTGTTTCAGCAGTAAACACCGGAAAACTCAAAACGACGGCGGCGGAGAAAGATCAATTCCGATAATTC
CAGTTCAAACCCATATCGTTGATCAAGTCCCCGATCATCGTAAACCTCAAATCCCATCACCATCGATACCCATCT
CAGTTCGAGATCCAGAGACGATTTTAGGTAAACCATTCGAAGACATCAGGAAATTTTACAGCTTGGGGAGAGA
ATTAGGTCGAGGTGGTTTAGGGATTACGTATATGTGCAAAGAGATTGGGACTGGGAACATTTATGCTTGCAAA
TCGATTCTCAAGAGGAAGCTAATTAGTGAGCTGGGTAGAGAAGATGTGAAGACAGAGATTCAGATCATGCAG
CATTTGTCTGGACAACCAAACGTTGTTGAGATCAAAGGTTCTTATGAAGACAGACATTCTGTACATTTGGTAAT
GGAATTATGTGCCGGTGGAGAGTTGTTTGATAGGATTATAGCTCAAGGTCATTACTCTGAGAGAGCTGCTGCT
GGTACCATTAAGTCAATTGTGGATGTTGTTCAGATTTGTCATTTGAATGGTGTGATTCATCGAGATCTCAAGCC
TGAGAATTTCTTGTTCTCGAGTAAGGAGGAGAATGCAATGCTTAAAGTAACCGATTTCGGGTTGTCCGCGTTCA
TCGAAGAAGGAAAAATTTACAAGGATGTGGTTGGGAGTCCTTACTACGTTGCTCCTGAAGTATTAAGGCAGAG
TTACGGAAAAGAAATCGACATTTGGAGTGCAGGTGTTATTTTATACATCCTACTCTGCGGTGTACCTCCTTTTTG
GGCCGACAATGAAGAAGGAGTATTCGTTGAAATTCTAAAATGCAAAATTGATTTTGTACGTGAGCCATGGCCT
TCTATATCTGACAGCGCGAAAGATCTTGTTGAGAAGATGCTAACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCACTGCTG
CACAAGTTCTTGAACATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAAGCACCGGAAAAGCCTATTGATAGCACTGTGTTATC
ACGTATGAAGCAATTCCGAGCAATGAACAAGCTTAAGAAGCTAGCCCTAAAGGTTAGCGCGGTGAGTCTATCC
GAAGAAGAGATCAAAGGTCTTAAAACCTTGTTTGCGAATATGGATACCAATAGAAGCGGGACAATCACTTATG
AACAACTCCAAACTGGGCTAAGTAGACTTAGATCTAGACTCTCTGAAACTGAAGTTCAGCAACTCGTTGAAGC
GTCTGATGTGGATGGTAATGGAACAATTGACTACTATGAGTTTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTAC
ATCACGATGAGCACGTACACAAAGCATTCCAACACTTAGATAAAGACAAAAATGGGCACATAACTAGGGATGA
GTTGGAAAGTGCCATGAAGGAATATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCGAAGTTGA
CACCGACAATGATGGAAAAATAAACTTTGAGGAATTTCGTGCGATGATGAGATGTGGCACCACACAACCAAAA
GGGAAACAGTATCCATTCCACTGA

CPK23 Bur-0

ATGGGTTGCTTCAGCAGTAAACACCGGAAAACTCAAAGCGACGGCGGAGAAAGATCAATTCCGATCAATCCA
GTCCAAACCCATATCGTTGATCAAGTCCCAACTCCATCGACACCCATCTCAGTTCGATATCCAGAGACAATTTTA
GGTAAGGGGAAAGCATTAGGGATTTTAGGTAAACCCTTCGAAGACATAAGGAAATTTTACAGCTTGGGGAAA
GAATTAGGTCGAGGTCAATTTGGGATTACGTATATGTGTAAAGAGATTTCGACTGGGAACAATTACGCTTGCA
AATCGATTCTCAAGAGGAAGCTAATTAGTGAGCAGGGTAGAGAAGATGTGAAGACAGAGATTCAGATAATGC
AGCATTTGTTTGGACAACCAAACGTTGTTGAGATCAAAGGTGCTTATGAGGATAGACAATATATACATTTGGTT
ATGGAGTTGTGTGCTGGTGGTGAGTTGTTTGATAGGATTATAGCTCGGGGTCATTACTCTGAGAGAGCTGCTG
CTGGTATCATTAGGTCTATTGTGAGTGTTGTTCAGATTTGTCATTTTATGGGTGTGATTCATCGAGATCTCAAGC
CTGAGAATTTCTTGTTCTCGAGTAAGGAGGAGAATGCAATGCTTAAAGTAACCGATTTCGGGTTGTCCGCGTTC

ATCGAAGAAGGAAAAGTTTACCAGGATGTGGCTGGGAGTCCTTACTACGTTGCTCCTGAAGTATTAAGGCGAA
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GTTATGGAAAAGAAATCGACATTTGGAGTGCAGGTGTTATTTTATACATCCTACTCTGCGGTGTACCTCCTTTTT
GGGCCGACAATGAGATAGGAATATTCGATGAGATTCTAAAATGCGAAATTGATTTTGAACGCCAACCATGGCC
TTCTATATCTGGAAGCGCGAAAGATCTTGTTAAGAAGATGCTAACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCACTGCT
GAACAGGTTCTTGAACATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAAGCACCGGACAAGCCTATTGATAGCACTGTGTTAT
CACGTATGAAGCAATTCCGAGCAATGAACAAGCTTAAGAAGCTAGCCCTAAAGGTTAGCGCGGTGAGTCTATC
CGAAGAAGAGATCAAAGGTCTTAAAACCTTGTTTGCGAATATGGATACCAATAGAAGCGGGACAATCACTTAT
GAACAACTCCAAACTGGGCTAAGTAGACTTAGATCTAGACTCTCTGAAACTGAAGTTCAGCAACTCGTTGAAG
CGTCTGATGTGGATGGTAATGGAACAATTGACTACTATGAGTTTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTA
CATCACGATGAGCACGTACACAAAGCATTCCAACACTTAGATAAAGACAAAAATGGGCACATAACTAGGGATG
AGTTGGAAAGTGCCATGAAGGAATATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCGAAGTTG
ACACCGACAATGATGGAAAAATAAACTTTGAGGAATTTCGTGCGATGATGAGATGTGGCACCACACAACCAAA
AGGGAAACAGTATCCATTCCACTGA

CPK23 Tsu-1

ATGGGTTGCTTCAGCAGTAAACACCGGAAAACTCAAAACGACGGCGGCGGAGAAAGATCAATTCCGATAATT
CCAGTTCAAACCCATATCGTTGATCAAGTCCCCGATCATCGTAAACCTCAAATCCCATCACCATCGATACCCATC
TCAGTTCGAGATCCAGAGACGATTTTAGGTAAACCATTCGAAGACATCAGGAAATTTTACAGCTTGGGGAGAG
AATTAGGTCGAGGTGGTTTAGGGATTACGTATATGTGCAAAGAGATTGGGACTGGGAACATTTATGCTTGCAA
ATCGATTCTCAAGAGGAAGCTAATTAGTGAGCTGGGTAGAGAAGATGTGAAGACAGAGATTCAGATCATGCA
GCATTTGTCTGGACAACCAAACGTTGTTGAGATCAAAGGTTCTTATGAAGACAGACATTCTGTACATTTGGTAG
CGGAATTATGTGCCGGTGGAGAGTTGTTTGATAGGATTATAGCTCAAGGTCATTACTCTGAGAGAGCTGCTGC
TGGTACCATTAAGTCAATTGTGGATGTTGTTCAGATTTGTCATTTGAATGGTGTGATTCATCGAGATCTCAAGC
CTGAGAATTTCTTGCTTTCGAGTAAAGAGGAGAATGCTATGCTTAAAGCTTGTGATTTCGGTTTGTCCGTCTTCA
TCGAAGAAGGAAAAGTTTACCGGGATATAGTTGGGAGTGCTTACTACGTTGCTCCAGAAGTATTAAGGCGAA
GTTACGGAAAAGAAATCGACATTTGGAGTGCAGGTGTTATTTTATACATCCTACTCTGCGGTGTACCTCCTTTTT
GGGCCGACAATGAAGAAGGAGTATTCGTTGAAATTCTAAAATGCGAAATTGATTTTGAAAGCCAACCATGGCC
TTCTATATCTGAAAGCGCGAAAGATCTTGTTAAGAAGATGCTAACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCACTGCT
GAACAGGTTCTTGAACATCCTTGGATCAAAGGGGGAGAAGCACCGGAAAAGCCTATTGATAGCACTGTGTTAT
CACGTATGAAGCAATTCCGAGCAATGAACAAGCTTAAGAAGCTAGCCCTAAAGGTTAGCGCGGTGAGTCTATC
CGAAGAAGAGATCAAAGGTCTTAAAACCTTGTTTGCGAATATGGATACCAATAGAAGCGGGACAATCACTTAT
GAACAACTCCAAACTGGGCTAAGTAGACTTAGATCTAGACTCTCTGAAACTGAAGTTCAGCAACTCGTTGAAG
CGTCTGATGTGGATGGTAATGGAACAATTGACTACTATGAGTTTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTA
CATCAAGATGAGCACGTACACAAAGCATTCCAACACTTAGATAAAGACAAAAATGGGCACATAACTAGGGATG
AGTTGGAAAGTGCCATGAAGGAATATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCGAAGTTG
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ACACCGACAATGATGGAAAAATAAACTTTGAGGAATTTCGTGCGATGATGAGATGTGGCACCACACAACCAAA
AGGGAAACAGTATCCATTCCACTGA

CPK23 aus Arabidopsis lyrata

ATGGGTTGTTTCAGCAGTAAACACCGGACAACTCAAAACGACGGCGGAGAAAGATCAAATCCGATCAATCCA
GTTCAAACCCATGTCGTTAATCAAGTCCCTGAGCATCGTGAACCTCAAATCCCAACACCATCGGTACCCATCTCA
GTTCGAGATCCAGCGACGATATTAGGTAAACCATTGGAAGACATCAGGAGATTCTACAGCTTGGGGAAAGAA
TTAGGTCGAGGTCAATTTGGGATTACGTATATGTGTAAAGAGATTGGGACTGGGAACAATTACGCTTGTAAAT
CGATTCTCAAGAGGACGCTAATTAGTGAGAGAGAAGATGTGAAGACAGAGATTCTTAAGAGGAAGCTAGTTA
ATAAGTATGATAAAGAAAATTTGAAGAGAGAGATTCAGATAATGCAGCATTTGTCTGGACAACCAAACATTGT
TGAGATTAAAGGTGCTTATGAGGATAGACAGTCTGTGCATTTGGTAATGGAGTTGTGTGCTGGTGGTGAGTTG
TTTGATAGGATTATAGCTCAAGGTCATTACTCTGAGAGAGCTGCTGCTGGTATCATTAGGTCTATTGTCAATGT
TGTTCAGATTTGTCATTTGAAGGGTGTGATTCATCGAGATCTCAAGCCTGAGAATTTCTTGTTCTCGAGTAAAG
AGGAGAATGCAATGCTTAAAGTAACCGATTTCGGGTTGTCCGCCTTCATCGAAGAAGGAAAAGTTTACCAGGA
TGTAGTTGGGAGCCGTTACTACGTTGCTCCTGAAGTATTAAGGCGAAGTTACGGGAAAGAAATCGATATTTGG

AGTGCAGGTGTCATTTTATACATCCTACTCAGCGGTTTACCTCCTTTTTGGGCTGACAATGAGGATGGAATATTC
GTTGAGATTCTAAAAGGCGAAATTGATGTTGAAAGCCAACCATGGCCTTCTATATCTGAGAGCGCGAAAGATC
TTGTTAGAAAGATGCTAACCAAAGACCCGAAGAGACGAATCACGGCTGCACAGGTTCTTGAACATCCTTGGAT
CAAAGGGGGAGAAGCACCGGACAAGCCTATTGATAGCACTGTGTTATCCCGTATGAAGCAATTCCGAGCAAT
GAACAAGCTTAAGAAGCTAGCTCTAAAGATTAGCGCGGAGAGTCTATCAGAAGAGGAGATCAAAGGTCTTAA
AACCATGTTTGCGAATATGGATACCAATAGAAGCGGGACAATCACTTATGAACAACTCAAAACTGGGCTAAGT
AGACTTAGGTATAGATTCTCTGAAACTGAAGTTAAGCAACTCATGGAAGCGGCTGATGTGGATGGTAATGGAA
CAATTGACTACTATGAGTTTATCTCTGCGACAATGCATAGATACAAATTAGATCGAGATGAGCATGTACACAAA
GCATTCCAACACTTTGATAAAGACAACAATGGGCACATAACTAGGGCTGAGTTGGAAAGTGTCATGAAGGAAT
ATGGAATGGGAGATGAAGCTAGCATCAAAGAAGTTATATCCGAAGTTGATACCGACAATGATGGAAAAATAA
ACTTTGAGGAATTTCGTGCGATGATGAGATGCGGCACCACACAACCAAAAGGGAAAATGTTTCCATTCCACTG
A
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CPK23 Aminosauresequenzen

Aminosiuresequenz von CPK23 aus unterschiedlichen Arabidopsis thaliana Okotypen und aus
Arabidopsis lyrata. Rot markiert ist die Sequenz des N-Terminus, schwarz die der Kinase Domane und
blau die CAM und Junction Domanen. Sequenzen fiir Ler-0 stammen aus (Korte, 2009). Die
Sequenzen der Okotypen Bur-0 und Tsu-1 wurden zum Teil in dieser Arbeit sequenziert (N-Terminus
und Kinase Domane) oder stammen aus der Datenbank (CAM Domaéne) des 1001 genomes project

(http://signal.salk.edu/atg1001/index.php). Col-0 Sequenzen stammen von www.arabidopsis.org, die

Sequenzen fiir A. lyrata wurden tber NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) bezogen.

CPK23 Ler-0 (GCA2)

MGCFSSKHRKTOQNDGGERTIPINPLQTHIVDQVPTPSTPISVRYPETILGKGKALGILGKPFEDIRKFYSLGKELGRGGL
GITYMCKEISTGNNYACKSILKRKLISEQGREDVKTEIQIMQHLFGQPNVVEIKGAYEDRQYIHLVMELCAGGELFDRI
IARGHYSERAAAGIIRSIVSVVQICHLKGVIHRDLKPENFLFSSKEENAMLKVTDFGLSAFIEEGKVYQDVAGSPYYVA
PEVLRRSYGKEIDIWSAGVILYILLCGVPPFWADNEIGIFDEILKCEIDFESQPWPSISESAKDLVKKMLTEDPKRRITAE
QVLEHPWIKGGEAPDKPIDSTVLSRMKQFRAMNKLKKLALKVSAVSLSEEEIKGLKTLFANMDTNRSGTITYEQLQT
GLSRLRSRLSETEVQQLVEASDVDGNGTIDYYEFISATMHRYKLHOQDEHVHKAFQHLDKDKNGHITRDELESAMKE
YGMGDEASIKEVISEVDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTQPKGKQYPFH

CPK23 Col-0

MGCFSSKHRKTQNDGGGERSIPIIPVQTHIVDQVPDHRKPQIPSPSIPISVRDPETILGKPFEDIRKFYSLGRELGRGGL
GITYMCKEIGTGNIYACKSILKRKLISELGREDVKTEIQIMQHLSGQPNVVEIKGSYEDRHSVHLVMELCAGGELFDRII
AQGHYSERAAAGTIKSIVDVVQICHLNGVIHRDLKPENFLFSSKEENAMLKVTDFGLSAFIEEGKIYKDVVGSPYYVAP
EVLRQSYGKEIDIWSAGVILYILLCGVPPFWADNEEGVFVEILKCKIDFVREPWPSISDSAKDLVEKMLTEDPKRRITA
AQVLEHPWIKGGEAPEKPIDSTVLSRMKQFRAMNKLKKLALKVSAVSLSEEEIKGLKTLFANMDTNRSGTITYEQLQ
TGLSRLRSRLSETEVQQLVEASDVDGNGTIDYYEFISATMHRYKLHHDEHVHKAFQHLDKDKNGHITRDELESAMK
EYGMGDEASIKEVISEVDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTQPKGKQYPFH

CPK23 Bur-0

MGCFSSKHRKTQSDGGERSIPINPVQTHIVDQVPTPSTPISVRYPETILGKGKALGILGKPFEDIRKFYSLGKELGRGQF
GITYMCKEISTGNNYACKSILKRKLISEQGREDVKTEIQIMQHLFGQPNVVEIKGAYEDRQYIHLVMELCAGGELFDRI
IARGHYSERAAAGIIRSIVSVVQICHFMGVIHRDLKPENFLFSSKEENAMLKVTDFGLSAFIEEGKVYQDVAGSPYYVA
PEVLRRSYGKEIDIWSAGVILYILLCGVPPFWADNEIGIFDEILKCEIDFERQPWPSISGSAKDLVKKMLTEDPKRRITA
EQVLEHPWIKGGEAPDKPIDSTVLSRMKQFRAMNKLKKLALKVSAVSLSEEEIKGLKTLFANMDTNRSGTITYEQLQ
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TGLSRLRSRLSETEVQQLVEASDVDGNGTIDYYEFISATMHRYKLHHDEHVHKAFQHLDKDKNGHITRDELESAMK
EYGMGDEASIKEVISEVDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTQPKGKQYPFH

CPK23 Tsu-1

MGCFSSKHRKTQNDGGGERSIPIIPVQTHIVDQVPDHRKPQIPSPSIPISVRDPETILGKPFEDIRKFYSLGRELGRGGL
GITYMCKEIGTGNIYACKSILKRKLISELGREDVKTEIQIMQHLSGQPNVVEIKGSYEDRHSVHLVAELCAGGELFDRII
AQGHYSERAAAGTIKSIVDVVQICHLNGVIHRDLKPENFLLSSKEENAMLKACDFGLSVFIEEGKVYRDIVGSAYYVA
PEVLRRSYGKEIDIWSAGVILYILLCGVPPFWADNEEGVFVEILKCEIDFESQPWPSISESAKDLVKKMLTEDPKRRITA
EQVLEHPWIKGGEAPEKPIDSTVLSRMKQFRAMNKLKKLALKVSAVSLSEEEIKGLKTLFANMDTNRSGTITYEQLQ
TGLSRLRSRLSETEVQQLVEASDVDGNGTIDYYEFISATMHRYKLHQDEHVHKAFQHLDKDKNGHITRDELESAMK
EYGMGDEASIKEVISEVDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTQPKGKQYPFH

CPK23 aus Arabidopsis lyrata

MGCFSSKHRTTQNDGGERSNPINPVQTHVVNQVPEHREPQIPTPSVPISVRDPATILGKPLEDIRRFYSLGKELGRG
QFGITYMCKEIGTGNNYACKSILKRTLISEREDVKTEILKRKLVNKYDKENLKREIQIMQHLSGQPNIVEIKGAYEDRQS
VHLVMELCAGGELFDRIIAQGHYSERAAAGIIRSIVNVVQICHLKGVIHRDLKPENFLFSSKEENAMLKVTDFGLSAFI
EEGKVYQDVVGSRYYVAPEVLRRSYGKEIDIWSAGVILYILLSGLPPFWADNEDGIFVEILKGEIDVESQPWPSISESA
KDLVRKMLTKDPKRRITAAQVLEHPWIKGGEAPDKPIDSTVLSRMKQFRAMNKLKKLALKISAESLSEEEIKGLKTMF
ANMDTNRSGTITYEQLKTGLSRLRYRFSETEVKQLMEAADVDGNGTIDYYEFISATMHRYKLDRDEHVHKAFQHFD
KDNNGHITRAELESVMKEYGMGDEASIKEVISEVDTDNDGKINFEEFRAMMRCGTTQPKGKMFPFH

125




Anhang

Verwendete Oligonukleotid Primer

# Name Sequenz

1 FOK1_gP_F GGTGGATCAAGGAAACCAGA

2 FOK1_gP_R TCAACGATCACACCGTAATCA

3 UBI10_01_fw GGCCTTGTATAATCCCTGATGAATAAG

4 UBI10_01_rev AAAGAGATAACAGGAACGGAAACATAGT

5 triple_miR-s GATTTGAGCTATAATCCTACCGATCTCTCTTTTGTATTCC

6 triple_miR-a GATCGGTAGGATTATAGCTCAAATCAAAGAGAATCAATGA
7 triple_miR*s GATCAGTAGGATTATTGCTCAATTCACAGGTCGTGATATG
8 triple_miR*a GAATTGAGCAATAATCCTACTGATCTACATATATATTCCT
9 double1_miR-s GATATTAGTAAAGGATGAGACTCTCTCTCTTTTGTATTCC
10 double1_miR-a GAGAGTCTCATCCTTTACTAATATCAAAGAGAATCAATGA
11 double1_miR*s GAGAATCTCATCCTTAACTAATTTCACAGGTCGTGATATG
12 double1_miR*a GAAATTAGTTAAGGATGAGATTCTCTACATATATATTCCT
13 double2_miR-s GATTTACTAATTAGCTTCCGCTATCTCTCTTTTGTATTCC
14 double2_miR-a GATAGCGGAAGCTAATTAGTAAATCAAAGAGAATCAATGA
15 double2_miR*s GATAACGGAAGCTAAATAGTAATTCACAGGTCGTGATATG
16 double2_miR*a GAATTACTATTTAGCTTCCGTTATCTACATATATATTCCT
17 5'UTR_snRK2.2 GATGTGATTAGGAAGAGCAATAGAGG

18 3'UTR_snRK2.2 TGTATGTGAATCCAAAGCTTGTAGAG

19 5'UTR_snRK2.3 CTGCTGGGTATTAGATTCGAATTTC

20 3'UTR_snRK2.3 GTTAATTTGCTTTTGTGTGACATTGG

21 Snrk2.2_F_Spel GTTCACTAGTATGGATCCGGCGACTAATTCAC

22 Snrk2.2_R_Sall GTTCGTCGACTCAGAGAGCATAAACTATCTCTCC

23 Snrk2.3_F_Spel GTTCACTAGTATGGATCGAGCTCCGGTGAC

24 Bur-0_R290S_F GATTTTGAAAGCCAACCATGGCCTTCTATATC

25 Bur-0_R290S_R CCATGGTTGGCTTTCAAAATCAATTTCG

26 Ler-0_S290R_F GATTTTGAACGCCAACCATGGCCTTCTATATC

27 Ler-0_S290R_R CCATGGTTGGCGTTCAAAATCAATTTCG

28 Bur-0_M187K_F GTCATTTTAAGGGTGTGATTCATCGAGATC

29 Bur-0_M187K_R GAATCACACCCTTAAAATGACAAATCTGAAC

30 Ler-0_K187N_F GTCATTTGAATGGTGTGATTCATCGAGATC

31 Ler-0_K187N_R GAATCACACCATTCAAATGACAAATCTGAAC

32 gca2_Y44D_F CAGTTCGAGATCCAGAGACAATTTTAGG

33 gca2_Y44D_R GTCTCTGGATCTCGAACTGAGATGGGTG
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34 pRS300_A CTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAAC

35 pRS300_B GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG

36 5-UTR_cpk15 AACCGAGAACACAAGAAATTCT

37 3-UTR_cpk15 TTGGGCACACATGTATAACTCC

38 SAIL_1056H11_LP AAGCCGTAAGTATTGCCATCC

39 SAIL_1056H11_RP TTTGGTCTTTTGCCCACTTAG

40 TALCPK21_T1_F GTTCGAATTCACCAATCCATCAGCAGATTTC

41 TALCPK21_T1_R GTTCGAGCTCCAATAGACCTAATGATACCAGCAG

42 cpk4_F_BamHI GATCGGATCCATGGAGAAACCAAACCCTAGAAG

43 CPK4-vk_R_Ndel GTTCCATATGTTACTGCTTAAGTCGCGACAAGAC

44 cpkll_F_BamHlI GATCGGATCCATGGAGACGAAGCCAAACC

45 CPK11-vk_R_Ndel GTTCCATATGTTACTGCTTTAGACGAGATAAGACTGC

46 CPK21_gP_2F GAACCCAGAGTAGAAGAGCTAAACC

47 CPK21_gP_2R TCAAACACAGAGAAGATAGAACAACA

48 GCA2_gP_1F GAGAATGCAATGCTTAAAGTAACC

49 GCA2_gP_1-1R TAGTAAGGACTCCCAGCCACA

50 wt_ABRE_F CTAGAGCTAGCCCGCGCCACGTACAAGCACTTAGTGACATTGACCGCCACGTACACCGG
A

51 WE_ABRE_R CTAGTCCGGTGTACGTGGCGGTCAATGTCACTAAGTGCTTGTACGTGGCGCGGGCTAGC
T

52 mt_ABRE_F CTAGAGCTAGCCCGCGCCACGTACAAGCACTTAGTGACATTGACCGCCACGTACACCGG
A

53 mt_ABRE_R CTAGTCCGGTGTTTAAGGCGGTCAATGTCACTAAGTGCTTGTTTAAGGCGCGGGCTAGCT

54 Lys2 Yip-In CCGCACTTCTAACATAGTTGC

55 Lys2 Yip-Out ATCTTACCTAATTGGACTGAACC

56 Gca2_F_EcoRlI GATCGAATTCATGGGTTGCTTCAGCAGTAAAC

57 Gca2-vk_R_Sall GATCGTCGACTTATTGCTTCATACGTGATAACACAG

58 355_Seq CATTTGGAGAGGACAGGGTAC

59 NosT_Seq CATCGCAAGACCGGCAAC

60 Gall_Seq CATAACCACTTTAACTAATACTTTCAAC

61 Cpk23_SDMF_D193A GAATGGTGTGATTCATCGAGCTCTCAAGCCTGAGAATTTC

62 Cpk23_SDMR_D193A GAAATTCTCAGGCTTGAGAGCTCGATGAATCACACCATTC

63 Cpk23_SDMF_D53Y GATACCCATCTCAGTTCGATATCCAGAGACGATTTTAGG

64 Cpk23_SDMR_D53Y CCTAAAATCGTCTCTGGATATCGAACTGAGATGGGTATC

65 pGAD_Seq_F GGATGATGTATATAACTATCTATTCGATG

66 pGAD_Seq_R GTGCACGATGCACAGTTGAAG

67 pGBT_Seq_F CGACATCATCATCGGAAGAGAG

68 pGBT_Seq_R ACAGGAAAGAGTTACTCAAGAACAAG
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69 cpk23c_T317A_F ACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCGCTGCTGCAC
70 cpk23c_T317A_R AGGATGTTCAAGAACTTGTGCAGCAGCGATTCG

71 cpk23c_T317D_F ACCGAAGACCCTAAGAGACGAATCGATGCTGCAC
72 cpk23c_T317D_R AGGATGTTCAAGAACTTGTGCAGCATCGATTCG

73 LB_SAIL GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
74 LB_Salk GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

75 SALK_029412_LP GGAATTTTTCCGTTCCAGAAC

76 SALK_029412_RP CTCAGGCTTGAGATCTCGATG

77 SALK_007958_LP TTTGTGTGTTCTGTTTGCAGG

78 SALK_007958_RP CTTTCATTGCGAGAAGGACTG

79 cpk23c_S218A_F GATTTCGGGTTGGCCGCGTTCATCGAAGAAGG

80 cpk23c_S218A_R GATGAACGCGGCCAACCCGAAATCGGTTACTTTAAG
81 cpk23c_S218D_F GATTTCGGGTTGGACGCGTTCATCGAAGAAGG

82 cpk23c_S218D_R GATGAACGCGTCCAACCCGAAATCGGTTACTTTAAG
83 Cpk23_394F_ler GAGATCAAAGGTGCTTATGAGGATAGAC

84 Cpk23_421R_ler GTCTATCCTCATAAGCACCTTTGATCTC

85 Cpk23_394F_col GAGATCAAAGGTTCTTATGAAGACAGAC

86 Cpk23_421R_col GTCTGTCTTCATAAGAACCTTTGATCTC

87 Gca2_S218A _F GATTTCGGGTTGGCCGCGTTCATCGAAGAAGG

88 Gca2_S218A_R ATGAACGCGGCCAACCCGAAATCGGTTACTTTAAG
89 5’UTR_cpk23 CAAATGTGTTCTCAATCAAATTCC

90 3’UTR_cpk23 GTTGATGGCTTGGTTGATTCATC

91 HB5_F_BamHI GTTCGGATCCATGAAGAGATCACGTGGAAGCTC
92 HB5_R_Xhol GTTCCTCGAGTTACGAATTCCACTGATCGGAG

93 HB7_F_BamHI GTTCGGATCCATGACAGAAGGTGGAGAATATTCTC
94 HB7_R_Sall GTTCGTCGACTCATGACCAAAAATCCCGC

95 ADHP_Seq TCCTCGTCATTGTTCTCGTTCC

96 Gca2 Y4A4F For CCCATCTCAGTTCGATTTCCAGAGACAATTTTA

97 Gca2 Y4A4F rev TAAAATTGTCTCTGGAAATCGAACTGAGATGGG

Tabelle 2 Verwendete Oligonukleotide
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Verwendete Plasmide

Bezeichnung Strainlist #
pGAD424 167
pGBT9 170
psk empty 400
pSK35SGUS 883
pSKAscl-4635LUC 1293
pBridge gca2 2161
pBl1221::35S::GCA2-VK 2454
pSK Ascl 4xA Hbbe -46 35S::Luc 2788
pSK pRD29B::LUC new 3041
p35S::0ST1 3146
pBridge SnRK2.6/0ST1 3214
p35S::CPK21-VK-_HA-Strep 3225
pBI221::p35S::ABI5 3346
pGAD 3g11410 PP2C (PP2CA) 3548
pGAD ABI5 3590
pGAD ABF1 3594
pBI221 35s ABF1 3598
pSK Ascl 4xB Hbbe -46 35S::Luc 3670
pBridge GCA2 vk 3858
plS 385 4034
pGREG503-ADHP-HB6 4035
pGREG504-ABI1 4037
pGREG505-0Ost1 4038
pSK Ascl 35S PP2CA 4063
pSK Ascl 35S RCAR1 4097
psk 35s ABF2 CDS 4502
psk 35s GCA2 vk SDM Y44D 4511
psk 35s GCA2 vk  SDM Y44F 4515
p35S CPK23 Col VK 4565
pSK Ascl:355:MCS+ empty 4628
pSK Ascl 35S AHG1 genom 4654
pSK_Ascl_35S_gca2VK_T214C 4759
pSK Ascl 8xA ABRE -46 35S::Luc 4893
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pSK Ascl 35S::cpk23-vk D53Y 4894
pSK Ascl 35S::cpk23-vk D193A 4895
pBI221:gca2-vk T214A 5009
pBI221:gca2-vk T214D 5010
pGREG503ADHP ABF2 5104
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T218A 5105
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T218D 5107
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T213A 5187
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T213D 5188
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T213C 5193
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T317A 5194
pSK 35S Ascl cpk23-vk (col) T317D 5195
pGAD ABF2 5228
pSK 35S ABF3 5230
pSK 35S ABF4 5233
pGAD ABF4 5234
pGAD ABF3 5235
psK Ascl 35S: gca2-vk T218A 5267
psK Ascl 35S: gca2-vk T218D 5268
pBI221 gca2-vk E63 col 5308
pSK 35S Ascl cpk23-vk E63 ler 5309
pSK 35S Ascl gca2-vk V131 col 5310
pSK 35S Ascl cpk23-vk V131 ler 5311
psk CPK23 vk tsu-1 5433
TALEN 49/50 5443
psk CPK23 vk bur 5514
PGREG503 pADH::HB5 5551
PGREG503 pADH::HB7 5552
PGREG503 pADH::HB16 5573
pSK Ascl 35S::Snrk2.2 5617
pSK Ascl 35S::Snrk2.3 5618
pSK Ascl 35S::cpk23-vk R290S Bur-0 5849
pSK Ascl 35S::cpk23-vk M187K Bur-0 5850
pBI221 35S::gca2-vk K187N 5851
pBI221 35S::gca2-vk S290R 5852
pRS300 5853
pSK Ascl 35S::cpk15-vk 5981
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pART27 Ascl 35S::miR Triple 6119
pART27 Ascl 35S::miR Doublel 6120
pART27 Ascl 35S::miR Double2 6121
pSK Ascl 35S::cpk23-vk Bur-0 M187K R290S 6275
pBI221 35S::gca2-vk K187N S290R 6276
pBridge_CPK23(col)_vk 6368
pBridge_CPK23(col)_fl 6370

Tabelle 3 Verwendete Plasmide
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