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Zusammenfassung 

 

Mitogen-aktivierte Protein-Kinasen (MAP-Kinasen) sind Signaltrans-

duktionskomponenten, die in Eukaryoten konserviert sind. Sie spielen 

eine wichtige Rolle bei Wachstum und Entwicklung, aber auch bei der 

Abwehr von biotischem und abiotischem Stress. Sie sind Bestandteil 

eines molekularen Mechanismus des salicylsäureabhängigen 

aktionen und sind an der Umsetzung 

extrazellulärer Signale in zelluläre Reaktionen beteiligt. Der 

entscheidende Schritt dieser Umsetzung, nämlich von der 

Signalweiterleitung hin zur Reaktion, wird jedoch von den Substraten 

der MAP-Kinasen ausgeführt. Im Gegensatz zum Wissensstand in 

tierischen Systemen sind nur wenige MAP-Kinase-Substrate in der 

Modellpflanze Arabidopsis thaliana bekannt. In der vorliegenden 

Arbeit wurden solche Substrate phosphospezifisch angereichert und 

durch Massenspektrometrie identifiziert, sowie die phosphorylierte(n) 

Aminosäure(n) bestimmt. Durch quantitative Analysen konnten 

bislang unbekannte putative MAP-Kinase-Substrate der durch Stress 

aktivierbaren MAP-Kinasen MPK3 und/oder MPK6 bestimmt werden. 

durch Salicylsäure und Mutantenanalysen ermöglichten die 

Bestimmung putativer MAP-Kinase- -

Prozess involviert sein könnten und zur Identifikation von putativen 

MAP-Kinase-Substraten, die spezifisch, aber nicht zwingend 

ausschließlich von MPK3 phosphoryliert werden. 
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Abstract 

 

Mitogen-activated protein kinases (MAP-kinases) are signal 

transduction components that are conserved in eukaryotes. They play 

important roles in growth and development as well as in defense 

against biotic and abiotic stress. They are part of a molecular 

mechanism of salicylic acid-dependent priming of defense responses. 

MAP-kinases transduce extracellular signals into cellular responses. 

The key step which actually turns the signal transduction into a 

response is performed by the substrates of the MAP-kinases. In 

contrast to the animal field only few MAP-Kinase substrates are 

known in the model plant Arabidopsis thaliana. In this work substrates 

of MAP-kinases were phosphor-specifically enriched by Tandem metal 

oxide / hydroxide affinity chromatography (Tandem-MOAC) and 

identified by mass spectrometry. The phosphorylated amino acids 

were determined in Tandem mass spectrometry (MS/MS) 

experiments. Quantitative analysis enabled the identification of novel 

putative substrates of the stress-responsive MAP-kinases MPK3 and/or 

MPK6. Induction of defense priming by treatment with salicylic acid 

allowed for the identification of putative MAP-kinase substrates 

involved in the priming process. Analysis of a loss-of-function mutant 

facilitated recording of putative substrates that are phosphorylated 

specifically but not necessarily exclusively by MPK3. 
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Einleitung 
 

Pflanzen verfügen über verschiedene Arten der 

Interaktion mit Krankheitserregern 

Pflanzen können von verschiedenen Krankheitserregern befallen 

werden. Zu ihnen gehören Bakterien, Viren, Pilze und Oomyceten. Im 

Laufe der Evolution haben die Pflanzen Abwehrmechanismen 

entwickelt, die ihre Resistenz gegen die Erreger erhöhen. Man 

unterscheidet zwei Formen der Resistenz: Resistenz, die durch 

sogenannte Pathogen/Microbe associated molecular patterns 

(PAMPs/MAMPs) ausgelöst wird und Resistenz, die durch 

Effektorproteine ausgelöst wird. Die erste Form wird aus dem 

Englischen PAMP-triggered immunity auch PTI abgekürzt, die zweite 

Form, abgeleitet vom Englischen Effector-triggered immunity, mit 

ETI. Bei der PTI nimmt die Pflanze die Anwesenheit potenzieller 

Krankheitserreger durch die Erkennung allgemeiner Merkmale dieser 

Mikroorganismen (MAMPs) wahr. Bei diesen MAMPs handelt es sich 

um für die Mikroben essentielle Moleküle bzw. Teile davon, die unter 

den verschiedenen Mikroben entsprechend stark konserviert sind. Zu 

den am besten erforschten MAMPs gehören flg22, elf18 und Chitin. 

Flg22 ist ein 22 Aminosäuren langes Polypeptid aus bakteriellem 

Flagellin. Dieses bioaktive Peptid wird von der Leucine rich repeat- 

(LRR)-Rezeptorkinase Flagellin-sensitive  2 (FLS2) gebunden 

(Gómez-Gómez and Boller, 2000) und startet eine Signalkaskade, die 

die Aktivierung des MAP-Kinase-Moduls MEKK1-MKK1/MKK2-MPK4 

einschließt (Gao et al., 2008). Elf18 ist ein Peptid aus dem bakteriellen 

Elongationsfaktor EF-Tu. Es wird von der LRR-Rezeptorkinase EF-Tu 

Receptor  (EFR) erkannt und löst die Aktivierung der gleichen MAP-

Kinasen aus wie flg22 (Zipfel et al., 2006). Chitin wird von dem 

Rezeptor Chitin Elicitor Receptor Kinase  1 (CERK1) erkannt und 

triggert ebenfalls eine Abwehrreaktion, an deren Signalweiterleitung 

die MAP-Kinasen MPK3 und MPK6 beteiligt sind (Miya et al., 2007). 

Die Wahrnehmung dieser MAMPs löst eine Abwehrreaktion aus, die 

häufig ausreicht, um potentielle Krankheitserreger abzuwehren. Um 
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die PTI zu überwinden, haben einige Mikroorganismen sogenannte 

Effektorproteine entwickelt. Diese tragen als Virulenzfaktoren dazu 

bei, die PTI zu unterdrücken. Gelingt dies, so spricht man von 

Effector-triggered susceptibility (ETS). In diesem Fall kommt es zu 

einer kompatiblen Interaktion zwischen Pflanze und 

Krankheitserreger, zur Ausbreitung des Erregers, zur Ausbildung von 

Krankheitssymptomen und zur Vermehrung des Pathogens. Als 

Reaktion auf die ETS hat die Pflanze im Laufe der Evolution Resistenz- 

(R)-Gene entwickelt, deren Genprodukte als R-Proteine die 

Anwesenheit oder die Wirkung von Effektorproteinen wahrnehmen. 

RPM1-interacting Protein  4 (RIN4) ist ein Protein, das sogar von 

zwei R-  to Pseudomonas syringae pv. 

Maculicola  1 (RPM1) und Resistant to Pseudomonas syringae  2 

(RPS2) kontrolliert wird. Wird RIN4 durch einen Effektor manipuliert, 

so wird diese Veränderung von RPM1 oder RPS2 wahrgenommen und 

die Abwehrreaktion eingeleitet. Die Typ-drei-Effektoren AvrRpm1, 

AvrB und AvrRpt2 aus Pseudomonas syringae haben das RIN4-Protein 

zum Ziel, ohne dass diese Effektorproteine Sequenzähnlichkeiten 

aufweisen. Die von AvrB und AvrRpm1 bewirkte Phosphorylierung von 

RIN4 wird durch RPM1 wahrgenommen, was eine Abwehrreaktion 

auslöst (Mackey et al., 2002). RPS2 überwacht hingegen die 

Anwesenheit von RIN4. Wird RIN4 von der Cysteinprotease AvrRpt2 

gespalten, so aktiviert RPS2 die Abwehrreaktion. Fehlt RIN4 durch T-

DNA-Insertion in das entsprechende Gen, so ist dies für die Pflanzen 

schon als Keimling letal. In der Doppelmutante rin4/rps2 ist dieser 

Phänotyp aufgehoben und die Pflanzen sind lebensfähig (Axtell and 

Staskawicz, 2003; Mackey et al., 2003). Dies weist darauf hin, dass die 

Abwesenheit von RIN4 zu einer Abwehrreaktion durch RPS2 führt. 

Die Spaltungsprodukte der Reaktion von AvrRpt2 mit RIN4 

unterdrücken offenbar sowohl die PTI, als auch die RPM1-gesteuerte 

-

1 (NDR1) (Kim et al., 2005; Afzal et al., 2011). Die Expression des 

Gens für NDR1 wird  Enhanced 

Disease Susceptibility 1 (EDS1) und der des Gens für das MAP-

Kinase- - durch den 

Calmodulin- -

(SR1, synonym CAMTA3) reguliert (Du et al., 2009; Nie et al., 2012). 
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Nachdem der Erreger die ersten Abwehrreaktionen unterdrückt oder 

überstanden hat, erfolgt auf eine solche Wahrnehmung eines 

Effektorproteins oder seiner Wirkung durch ein R-Protein eine 

erneute Auslösung von Abwehrreaktionen, möglicherweise stärker als 

bei der PTI (Tao et al., 2003). Die Pflanzen bilden in diesem Fall eine 

ETI aus und sind resistent gegen die entsprechenden 

Krankheitserreger. Diese Form der Gen-für-Gen-Resistenz ist sehr 

spezifisch, da sie nur dann zur Resistenz führt, wenn das 

Effektorprotein des Erregers und ein entsprechendes Resistenzprotein 

der Pflanze zusammenkommen (Jones and Dangl, 2006). PTI und ETI 

sind Abwehrmechanismen, die lokal an der Stelle des Befalls in den 

entsprechenden betroffenen Zellen der Pflanze auftreten. Zusätzlich 

haben Pflanzen auch Abwehrmechanismen entwickelt, die es ihnen 

ermöglichen, die gesamte Pflanze gewissermaßen in 

einer langanhaltenden Breitspektrum-Resistenz. Wird diese 

Krankheitserreger etabliert, wird dieses Phänomen Systemic acquired 

resistance (SAR) genannt. Zusätzlich können Pflanzen auch durch die 

Kolonisierung der Wurzeloberflächen mit sogenannten Plant growth-

promoting rhizobacteria (PGPR) resistenter gegen Krankheitserreger 

werden. Bei den PGPR handelt es sich um Bakterien, die die 

Rhizosphäre der Pflanzen besiedeln und das Pflanzenwachstum 

fördern. Sie verringern das Wachstum anderer (potentiell pathogener) 

Mikroorganismen in der Rhizosphäre und tragen so auch zu einem 

verminderten Befallsdruck durch Krankheitserreger auf die Pflanze 

bei. Im Gegenzug erhalten sie in einer symbiotischen Beziehung 

Nährstoffe aus Wurzelexsudaten der Pflanze. Werden Pflanzen durch 

PGPRs resistenter gegen Krankheitserreger, so spricht man von 

Induzierter Systemischer Resistenz (ISR). Die SAR benötigt eine 

Akkumulation von Salicylsäure (SA von engl. salicylic acid), die ISR 

wird meist durch einen SA-unabhängigen Signalweg etabliert (van 

Loon et al., 1998; Wildermuth et al., 2001). Die SAR kann auch durch 

die Behandlung von Pflanzen mit Salicylsäure induziert werden, ohne 

dass die Pflanzen mit Pathogenen in Kontakt kommen (White, 1979). 

Wenn eine Pflanze ein Pathogen durch die Bindung eines MAMPs an 

ein Rezeptorprotein oder durch die Erkennung eines Effektorproteins 
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durch ein R-Protein wahrnimmt, wird eine Signaltransduktion 

gestartet, welche die Auslösung einer Abwehrreaktion bewirkt. Einen 

möglichen Signaltransduktionsweg stellen sogenannte Mitogen-

aktivierte Protein-Kinase- (MAP-Kinase)-Kaskaden dar. 

 

MAP-Kinase-Kaskaden sind konservierte Signaltrans-

duktionswege 

MAP-Kinase-Kaskaden sind Signaltransduktionswege, die in allen 

darauf hin untersuchten Eukaryoten vorhanden sind (Herskowitz, 

1995). Durch die Wahrnehmung eines extrazellulären Stimulus 

werden MAP-Kinase-Kinase-Kinasen (MEKKs) aktiviert. Die aktiven 

MEKKs phosphorylieren MAP-Kinase-Kinasen (MKKs) in der 

Aktivierungsschleife an zwei Serin- (S) oder Threoninresten (T), die 

durch fünf beliebige Aminosäuren (X) getrennt sind (S/T-X5-S/T) 

(Ichimura et al., 2002). Die durch diese Phosphorylierung aktivierten 

MKKs phosphorylieren MAP-Kinasen (MPKs) in der Aktivierungs-

schleife an einem Threonin- und einem Tyrosinrest (Y), die durch eine 

beliebige Aminosäure getrennt sind (TXY) (Ichimura et al., 2002). Als 

Prolin-gerichtete Serin-/Threonin-Kinasen phosphorylieren die akti-

vierten MAP-Kinasen weitere Proteine an Serin- oder Threoninresten, 

auf die C-terminal ein Prolinrest (P) folgt (S/T-P). Dieses Dipeptid 

stellt die minimale Konsensus-Sequenz (low-stringency motif) für die 

Phosphorylierung durch eine MAP-Kinase dar. Geht der 

phosphorylierten Aminosäure ein weiterer Prolinrest im Abstand von 

zwei Aminosäureresten N-terminal voraus (PX-S/T-P), so wird dies als 

erweiterte Konsensus-Sequenz (high-stringency motif) bezeichnet 

(Alvarez et al., 1991) (Abbildung 1 A). Versuche mit der humanen, 

sogenannten Extracellular regulated kinase  (ERK) 1 bzw. ERK2 

haben gezeigt, dass der Austausch des N-terminalen Prolins durch 

Alanin die Höchstgeschwindigkeit der Phosphorylierung eines 

synthetischen Substratpeptids stark senkt; noch stärker ist dieser 

Effekt jedoch beim Austausch des C-terminalen Prolins durch Alanin 

(Gonzalez et al., 1991). Die Phosphorylierung des Substrats vermittelt 

dann die entsprechende zelluläre Reaktion, z.B. eine Veränderung bei 

der Genexpression. Dabei kann die Phosphorylierung verschiedene 
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MPK4 scheint in einer Signaltransduktionskaskade mit MKK1/MKK2 

und MEKK1 organisiert zu sein (Gao et al., 2008). Sie ist sowohl an 

der Regulation der R-Protein-vermittelten Pathogenabwehr (Zhang et 

al., 2012), als auch an der Regulation des Jasmonsäure- (JA)-

Signalweges beteiligt (Petersen et al., 2000). MPK3 und MPK6 werden 

von MKK4/MKK5 phosphoryliert (Asai et al., 2002; Wang et al., 2007). 

Diese zwei MAP-Kinasen wurden im Zusammenhang mit vielen 

Abwehrprozessen beschrieben (Ren et al., 2008; Han et al., 2010; 

González Besteiro et al., 2011; Mao et al., 2011). MPK4 gilt als 

negativer Regulator der SAR (Petersen et al., 2000), wogegen MPK3 

und MPK6 zur SAR beitragen (Beckers et al., 2009). 

der pflanzlichen Abwehrreaktionen (Jung et al., 2009; Beckers et al., 

2009; Kohler et al., 2002)

primären Stimulus (z.B. eine lokale Infektion mit einem Pathogen) in 

einen physiologischen Zustand versetzt, der es ihnen ermöglicht, auf 

einen Folgestimulus (z.B. einen nachfolgenden Befall) schneller und 

stärker zu reagieren. Dies führt oft zur Resistenz gegen den Stress 

Nähe des Erstbefalls auf, sondern auch in den systemischen Geweben. 

de liegt, ist 

noch nicht vollständig aufgeklärt. Nach einer Erstinfektion kommt es 

unter anderem zu einer Akkumulation von Salicylsäure. Die 

Salicylsäure-Akkumulation induziert die Expression von anti-

mikrobiellen Abwehrgenen, z.B. dem Pathogenesis-related (PR) 

Protein 1, primt die Pflanze aber auch für eine verstärkte Aktivierung 

von Abwehrreaktionen bei einem Folgereiz. Durch eine Behandlung 

der Pflanze mit Salicylsäure können diese Effekte auch künstlich 

die MPK3 und die MPK6 in den Pflanzenzellen, jedoch in nicht 

phosphoryliertem, d.h. inaktivem Zustand (Abbildung 2). Bei einem 

Folgestimulus werden diese MAP-Kinasen schneller und stärker 

aktiviert, was zu einer verstärkten Abwehrreaktion führt (Beckers et 

al., 2009). 

Zusätzlich zur Akkumulation von Signaltransduktionskomponenten 

spielen auch epigenetische eine 
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Rolle. Der Zustand des Chromatins hat auf die Genexpression und auf 

deren Vorbereitung einen entscheidenden Einfluss. Kovalente 

Modifikationen der Histone wie z.B. die Acetylierung, Methylierung, 

Ubiquitinylierung und die Poly-ADP-Ribosylierung spielen wichtige 

Rollen bei der Regulation der Genexpression. Die Acetylierung der N-

terminalen Domänen von Histon H3 und Histon H4 beispielsweise 

wird mit einem Zustand des Chromatins in Verbindung gebracht, der 

Genexpression zulässt (Eberharter and Becker, 2002). Im Verlauf des 

für die WRKY-Transkriptionsfaktoren WRKY6, WRKY29 und WRKY53 

zu Acetylierungen und Methylierungen, ohne dass diese Gene 

transkribiert werden (Abbildung 2). Erst nach einem Folgestimulus 

kommt es zu einer Aktivierung der Gen-

und danach stimulierten Pflanzen schneller und/oder stärker erfolgt, 

als (Jaskiewicz et al., 

2011). Arabidopsis-Pflanzen, die erfolgreich einen Befall durch 

Krankheitserreger abwehren konnten, bringen Nachkommen hervor, 

die für SA- -

abhängige Genexpression weniger leicht zu induzieren ist (Luna et al., 

2012) Next Generation 

SAR

9 in Histon H3 (H3K9Ac) in den Promotoren der auf SA reagierenden 

Abwehrgene PR1, WRKY6 und WRKY53 (Luna et al., 2012). 

Andererseits wurde im Promotor des auf JA reagierenden Gens 

PDF1.2 eine verstärkte Trimethylierung von Lysin 27 in Histon H3 

(H3K27me3) festgestellt. Diese Histon-Modifikation wird mit Genen in 

Verbindung gebracht, die nicht transkribiert werden (Zhang et al., 

2007). Die drm1drm2cmt3-Dreifachmutante, bei der die Methylierung 

von nicht-CpG-Motiven in der DNA beeinträchtigt ist, zeigt einen 

Next Generation SAR

Befall mit Pseudomonas syringae pathovar tomato eine 

Hypomethylierung solcher DNA-Motive auftritt (Pavet et al., 2006), 

stellten die Autoren die Hypothese auf, dass die epigenetische 

Vererbung der SAR durch hypomethylierte Gene vermittelt wird, die 

-abhängigen Genen 

bewirkt (Luna et al., 2012). 





Einleitung - Die Substrate der MAP-Kinasen waren weitgehend unbekannt 

9 
 

Die Substrate der MAP-Kinasen waren weitgehend 

unbekannt 

Trotz der wichtigen Rolle von MPKs bei der zellulären 

Signalumsetzung sind ihre Substrate weitgehend unbekannt. Zwar 

haben einige Studien zur Bestimmung von MPK-Interaktionspartnern 

im Mittel- bis Hochdurchsatzverfahren Protein-Microarrays verwendet 

(Feilner et al., 2005; Popescu et al., 2009), bei solchen Experimenten 

in vitro stellt sich jedoch immer die Frage der biologischen Relevanz. 

Nur wenige Substrate sind durch Daten bestätigt, die in vivo 

gewonnen wurden. Diese bona fide MAP-Kinase-Substrate sind in 

Tabelle 1 aufgeführt. 

Tabelle 1: Übersicht der bekannten MAP-Kinase-Substrate in Arabidopsis. 
Aufgeführt sind die MAP-Kinase-Substrate, die durch in vivo-Daten 
identifiziert wurden. 

Name Referenz 

1-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid 

Synthase 2 bzw. 6 (ACS2/6) 
(Liu and Zhang, 2004; Han et al., 2010) 

Speechless (SPCH) (Lampard et al., 2008) 

PHOS32 (Merkouropoulos et al., 2008) 

Ethylene-insensitive 3 (EIN3) (Yoo et al., 2008) 

Ethylene Response Factor 104 (ERF104) (Bethke et al., 2009) 

Nitrate reductase 2 (NIA2) (Wang et al., 2010) 

MAP-Kinase Phosphatase 1 (MKP1) (Park et al., 2011) 

WRKY33 (Mao et al., 2011) 

Ethylene Response Factor 6 (ERF6) (Meng et al., 2013) 

 

Überwiegend zählen Transkriptionsfaktoren und Enzyme zu den 

bekannten MPK-Substraten. Da sowohl das low-stringency motif als 

auch das high-stringency motif für eine Phosphorylierung durch eine 

MAP-Kinase sehr kurz ist, identifiziert eine in silico-Sequenzsuche im 

Proteom von Arabidopsis sehr viele potenzielle Kandidaten für MAP-

Kinase-Substrate. So gibt es im Proteom von Arabidopsis 28867 

Sequenzen, die das low-stringency motif von MPK-Substraten 

enthalten (das entspricht ca. 81,6 % aller durchsuchten Sequenzen). 

Von diesen beinhalten wiederum 6135 Sequenzen das high stringency 

motif, was ca. 17,3 % aller durchsuchten Sequenzen entspricht (Suche 

mit Patmatch auf http://www.arabidopsis.org). Da ein low-stringency 
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motif für eine Phosphorylierung durch eine MAP-Kinase ausreichen 

kann, umfasst die Zahl der theoretisch möglichen MAP-Kinase-

Substrate in Arabidopsis 28867 theoretische Genprodukte. Diese Zahl 

ist zu groß, um eine Liste von möglichen MPK-Substraten weit genug 

einzugrenzen. Hinzu kommt, dass es aus solchen in silico-Analysen 

keine Hinweise darauf gibt, ob diese Proteine tatsächlich in vivo 

vorkommen. Ebenso geben diese Daten keinen Aufschluss darüber, ob 

die Proteine in vivo phosphoryliert werden.  

-Proteomik erleichtert die Suche nach 

möglichen MAP-Kinase-Substraten 

Das Forschungsgebiet der Proteomik beschäftigt sich mit der 

Erforschung möglichst aller Proteine auf allen Ebenen der 

Organisation, von der Zelle bis zum Organismus. Mit einem 

Massenspektrometer ist es möglich, Informationen über viele Proteine 

einer Zelle oder eines Organismus in einem einzigen Messvorgang zu 

erhalten. Massenspektrometer manipulieren elektrisch geladene 

Teilchen in einem Vakuum durch elektrische Felder derart, dass 

Informationen über das Verhältnis von Masse (m) zu Ladung (z) (der 

sog. m/z-Wert) dieser Teilchen erhalten werden. Da intakte Proteine 

nur sehr schwer in die Gasphase gebracht werden können, ist es 

üblich, sie vorher zu Peptiden zu verdauen. Dazu werden Rohextrakte 

der Proteine mit Sequenz-spezifischen Proteasen (meist Trypsin) 

behandelt. Die erhaltenen Peptide können danach durch verschiedene 

Verfahren ionisiert und in die Gasphase überführt werden, z.B. durch 

Elektrospray-Ionisation (ESI) (Fenn et al., 1989). Bei dieser 

Ionisierungsmethode wird die Peptidlösung bei hoher Temperatur 

durch eine sehr feine Kapillare in die Vakuumkammer eines 

Massenspektrometers injiziert. Die dabei entstehenden sehr feinen 

Tröpfchen zerfallen aufgrund elektrostatischer Effekte in noch 

kleinere Tröpfchen, bis schließlich einzelne Pseudo-Molekülionen 

vorliegen, die in elektrischen Feldern beschleunigt und selektiert 

werden. Die selektierten Ionen werden schließlich in einer Orbitrap-

Ionenfalle gesammelt. Aufgrund ihrer Wechselwirkung mit den 

komplexen elektrischen Feldern können ihre m/z-Werte berechnet 

werden (Hu et al., 2005). Weitere Informationen über die selektierten 
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Ionen lassen sich durch sogenannte MS/MS-Experimente gewinnen. 

Dabei werden ausgesuchte Ionen (jetzt Vorläuferionen, engl. 

precursor ions genannt) zu einem weiteren Zerfall angeregt, z.B. 

durch kollisionsinduzierte Dissoziation (engl. collision induced 

dissociation, CID). Bei diesem Verfahren werden die Vorläuferionen 

mit einem Inertgas zur Kollision gebracht. Dies hat ein Brechen von 

Peptidbindungen zur Folge. Es entstehen die Ionen der a-, b-, c-Reihe 

und der x-, y-, z-Reihe. Dabei entsprechen a und z, b und y, c und x, 

usw. jeweils Ionenpaaren, die entstehen, wenn die erste, zweite, 

dritte, usw. Peptidbindung bricht. Aus diesen Fraktionierungsmustern 

können Rückschlüsse auf die genaue Position einer post-

translationalen Modifikation (z.B. einer Phosphorylierung) gezogen 

werden (Hunt et al., 1986). Um möglichst viele Peptide mit dem 

Massenspektrometer zu erfassen, ist es möglich, der eigentlichen 

Messung eine Auftrennung durch eine Flüssigchromatographie (engl. 

liquid chromatography, LC) voranzustellen. Heute werden dazu 

Systeme verwendet, bei denen die Flussgeschwindigkeit der 

Chromatographie im Bereich von Nanolitern pro Minute liegt 

(nanoLC) und bei denen die chromatographisch getrennten Proben 

direkt in die Ionenquelle eingespeist werden (Oosterkamp et al., 

1998). Solche Systeme der nanoLC-MS/MS wurden auch in dieser 

Arbeit in einer Kooperation mit Dr. Wolfgang Hoehenwarter (Leibniz-

Institut für Pflanzenbiochemie, Halle / Saale) verwendet. Die Infor-

mationen aus den Spektren - insbesondere die m/z-Werte - werden 

verwendet, um die Peptide zu identifizieren. Dazu werden sie mit 

Datenbanken abgeglichen, in denen sich die theoretischen m/z-Werte 

aller durch Trypsin-Verdau erhältlichen Peptide des Proteoms eines 

Organismus befinden (Pappin et al., 1993; Gras et al., 1999). Für 

Arabidopsis wird eine solche Datenbank erstellt, indem alle Gene des 

Genoms in silico translatiert und die Produkte virtuell mit Trypsin 

verdaut werden. Ein solcher virtueller Verdau wird dadurch 

vereinfacht, dass Trypsin die Peptidbindungen sequenzspezifisch nach 

einem Lysin (K) oder Arginin (R) spaltet. Dem Programm zur 

Auswertung wird erlaubt, verschiedene Modifikationen von Peptiden, 

wie z.B. die Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin, oder 

die Oxidation von Methionin (M) einzubeziehen. Wenn man zusätzlich 

davon ausgeht, dass bei der Spaltung der Proteine in Peptide 
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möglicherweise eine oder mehrere der Spaltungsstellen nicht 

gespalten wurden, so wird die Identifizierung der analysierten Peptide 

beliebig komplex und - damit verbunden - weniger eindeutig. Es ist 

daher wichtig, die Anzahl der Modifikationen und der nicht erfolgten 

Spaltungen auf einem geringen Ausmaß zu halten. 

Um unvoreingenommen Daten über möglichst viele Proteine einer 

Probe zu erhalten, wird sogenannte -Proteomik ange-

wendet. Mit ihr werden Peptide ohne besondere Voreinstellungen 

untersucht, deren Zugehörigkeit zu bestimmten Proteinen erst nach 

der Messung ermittelt wird. Im Gegensatz dazu stehen Methoden, bei 

denen mit dem Massenspektrometer gezielt bestimmte Peptide aus 

einer Probe zur Analyse ausgewählt werden und Methoden, bei denen 

intakte Proteine massenspektrometrisch erfasst werden. Eine große 

Schwierigkeit bei Proteomik-Experimenten ist der gewaltige 

dynamische Bereich der Proteinabundanz. Für die Hefe 

(Saccharomyces cerevisiae) wurden absolute Zahlen für viele 

cytosolische Proteine ermittelt; sie reichen von weniger als 50 bis zu 

mehr als 106 pro Zelle (Ghaemmaghami et al., 2003). Dieser 

dynamische Bereich überschreitet den Messbereich eines 

Massenspektrometers (Makarov et al., 2006). 

Um die Komplexität der Probe zu verringern ist es daher üblich, 

Vorfraktionierungen durchzuführen. Mit einer spezifischen 

Affinitätschromatographie, die auf der Affinität zur Phosphorylgruppe 

von Phosphoproteinen bzw. Phosphopeptiden beruht, ist es möglich, 

den Anteil phosphorylierter Proteine bzw. Peptide in der Probe zu 

erhöhen. Proteine mit einer sehr hohen Anreicherung werden dadurch 

teilweise aus der Probe entfernt und der dynamische Bereich wird 

verkleinert. Durch die Etablierung einer doppelten Anreicherung von 

Phosphoproteinen bzw. Phosphopeptiden durch Metalloxid / 

Metallhydroxid-Affinitätschromatographie (Tandem-MOAC, Abbildung 

1) (Hoehenwarter et al., 2013) konnte in dieser Studie die 

Phosphorylierung vieler Proteine mit niedriger Abundanz nachge-

wiesen werden. 
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Die metabolische Markierung mit 15N erhöht die 

Genauigkeit der relativen Quantifizierung von 

Proteinen 

Die markierungsfreie -Proteomik ist eine kostengünstige 

und schnelle Methode, um mit einem Massenspektrometer Einblicke 

in die Phosphorylierungsvorgänge in Zellen zu erhalten. Der Nachteil 

dieser Methode ist ihre ungenaue Quantifizierung. Eine höhere 

Verlässlichkeit der quantitativen Werte wird durch eine erhöhte 

Probenzahl erreicht, wobei reproduzierbare Werte belastbarer sind, 

als kaum oder gar nicht reproduzierbare Werte. Solche quantitativen 

Unterschiede aufgrund der Aufarbeitung und Handhabung der Proben 

können vermieden werden, indem die Proteine mit stabilen Isotopen 

markiert werden. Pflanzen als meist autotrophe Organismen bieten 

die Möglichkeit, das gesamte Proteom nicht-selektiv mit 15N, einem 

stabilen schweren Isotop des Stickstoffs zu markieren. Dazu werden 

die Stickstoffquellen im Nährmedium der Pflanzen, die üblicherweise 

die natürliche Isotopenverteilung des Stickstoffs aufweisen 

(14N: 99,634 %, 15N: 0,366 %), durch solche Stickstoffquellen ersetzt, 

bei denen der Anteil an 15 98 %) ist. Die möglichst 

vollständige Markierung des Proteoms und der Ersatz möglichst aller 
14N-Atome durch 15N-Atome sind dabei wichtig, um eine zuverlässige 

Identifizierung der Peptide zu gewährleisten. Die so markierten 

Pflanzenproben können dadurch vor einem frühen Schritt der 

Probenaufarbeitung gemischt werden, da mit dem 

Peptiden unterschieden werden kann und die Herkunftsproben dieser 

Peptide nachträglich wieder bestimmt werden können. Über das 

innerhalb einer einzigen 

Messung eine relative Quantifizierung. Wegen der gemeinsamen 

Proben-Aufarbeitung entfällt auch die Notwendigkeit eines internen 

Standards, da die Werte immer auf andere Werte derselben Probe 

bezogen werden. Bei der Markierung mit 15N zeigt sich ein weiterer 

Vorteil des Systems, die Pflanzen in Flüssigmedium anzuziehen, da 

hier eine entsprechende Manipulation des Mediums einfach zu 

erreichen ist. 
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In dieser Studie wurde die Methode der -Proteomik zur 

Identifizierung möglicher, bislang unbekannter MAP-Kinase-Substrate 

angewendet. Bei den bekannten MAP-Kinase-Substraten in Säugern 

handelt es sich überwiegend um Transkriptionsfaktoren und andere 

regulatorische Proteine (z.B. Proteinkinasen und phosphatasen) 

(Yoon and Seger, 2006). Es ist daher naheliegend, dass es sich bei den 

Substraten der MAP-Kinasen in Arabidopsis ebenfalls um solche 

regulatorischen Proteine handeln könnte. Solche Proteine liegen in 

nur geringen Mengen in der Zelle vor. Dies erschwert ihre 

Identifizierung mit einem Massenspektrometer. In der vorliegenden 

Arbeit wurde eine Methode entwickelt, mit der wenig vorliegende 

Phosphopeptide stark genug angereichert werden, dass sie 

massenspektrometrisch erfasst werden können. Vor dem Verdau der 

Proteine wurde ein Schritt nach der MOAC-Methode eingefügt, der 

Phosphoproteine anreichert. Dieser weitere Schritt beruht auf der 

Nutzung von Aluminiumhydroxid (Al(OH)3-MOAC) (Wolschin et al., 

2005; Röhrig et al., 2008). Mit diesem Verfahren, das Tandem-MOAC 

genannt wurde, konnten bekannte MAP-Kinase-Substrate 

nachgewiesen werden (Hoehenwarter et al., 2013). 

Transgene Pflanzen ermöglichen die Aktivierung der 

MAP-Kinasen in planta 

Um die Messung quantitativer Unterschiede im Vorhandensein der 

Phosphopeptide von MAP-Kinase-Substraten zu erleichtern, wurde ein 

System gewählt, das zu einer starken und dauerhaften Aktivierung 

von MAP-Kinasen in Arabidopsis führt. Es wurden transgene Pflanzen 

verwendet, die mit einem Gen transformiert worden waren, das für 

eine konstitutiv aktive MAP-Kinase-Kinase (MEK) kodiert. Das 

zugrunde liegende DNA-Konstrukt besteht aus dem Gen für die MEK2 

aus Nicotiana tabacum, bei dem die Codons für die Threonin- bzw. 

Serinreste im Aktivierungsmotiv T-X5-S (Yang et al., 2001) so 

verändert sind, dass sie für Asparaginsäurereste codieren (D-X5-D). 

Zusätzlich ist das Protein am N-Terminus mit einem FLAG-tag (Hopp 

et al., 1988) markiert. Das modifizierte MEK2-Protein wird im 

Folgenden als NtMEK2DD bezeichnet. Die Asparaginsäurereste in der 

Aktivierungsschleife ahmen mit ihrer negativen Ladung eine 
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Phosphorylierung an diesen beiden Positionen nach. Dies führt dazu, 

dass das Enzym konstitutiv aktiv und nicht mehr über eine 

Dephosphorylierung zu inaktivieren ist. NtMEK2DD wird von der 

Pflanze nicht exprimiert, da es über ein Promotorsystem verfügt, das 

die Transkription dieses Transgens spezifisch aktiviert, wenn das 

Steroidhormon Dexamethason in ausreichender Konzentration 

vorhanden ist. Dexamethason ist ein künstliches Glucocorticoid, das 

natürlicherweise nicht in Arabidopsis vorkommt. Zusätzlich zum Gen 

für NtMEK2DD wurden die Pflanzen mit einem Gen transformiert, das 

für das chimärische GVG-Protein kodiert und das durch den 35S-

Promotor aus dem Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) konstitutiv 

exprimiert wird. Dieses GVG-Protein fungiert als Transkriptionsfaktor, 

der die Dexamethason-abhängige Expression des NtMEK2DD-Proteins 

reguliert. Die Abkürzung GVG wurde gewählt, weil das Protein aus 

der DNA-Bindedomäne des Hefetranskriptionsfaktors GAL4, der 

trans-aktivierenden Domäne des Herpesvirusproteins VP16 und der 

Rezeptordomäne des Glucocorticoidrezeptors GR der Ratte besteht 

(Aoyama and Chua, 1997). Nach Bindung von Dexamethason an die 

Glucocorticoidrezeptor-Domäne bindet GVG mit der GAL4-DNA-

Bindedomäne den Promotor von NtMEK2DD. Von der VP16 trans-

aktivierenden Domäne wird die Transkription der MEK initiiert. Man 

geht davon aus, dass die Glucocorticoidrezeptordomäne die DNA-

bindenden und die Transkription aktivierenden Eigenschaften der 

übrigen Domänen bei Abwesenheit von Dexamethason hemmt (Picard, 

1993; Aoyama and Chua, 1997). Die NtMEK2DD akzeptiert  trotz ihrer 

Herkunft aus dem Tabak - die endogenen MAP-Kinasen MPK3 und 

MPK6 aus Arabidopsis als Substrate, die in der Folge aktiviert werden 

(Ren et al., 2008). Die MPK3 und MPK6 phosphorylieren daraufhin 

ihre natürlichen Substrate (Abbildung 1 A). Nach der Behandlung der 

transgenen Pflanzen mit Dexamethason akkumuliert das NtMEK2DD-

Protein in den Pflanzenzellen. Weil seine Aktivität aufgrund der 

Sequenzänderung nicht durch Dephosphorylierung revidiert werden 

kann, aktiviert es MPK3 und MPK6 fortwährend. Trotz dieses Systems 

zur Aktivierung der MAP-Kinasen ist nur mit moderaten quantitativen 

Unterschieden zwischen Dexamethason-behandelten Pflanzen und 

Kontrollpflanzen zu rechnen, weil die Phosphorylierung eine 

transiente und reversible posttranslationale Modifikation ist. Viele der 
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phosphorylierten Substrate werden schnell durch die Aktivität 

entsprechender Phosphatasen dephosphoryliert, um der unnatürlich 

starken Aktivierung der MAP-Kinasen entgegenzuwirken. Ebenso 

kommt es bei Substraten durch die Phosphorylierung zum Abbau der 

Proteine (Yoo et al., 2008). Es wurden auch negative Effekte des GVG-

Expressionssystems bei Arabidopsis (Kang et al., 1999), Reis 

(Ouwerkerk et al., 2001), Lotus japonicus (Andersen et al., 2003) und 

Tabak (Amirsadeghi et al., 2007) beobachtet. In allen Fällen wurde 

eine Missbildung der Sprossachse beobachtet. In Tabak war der 

Effekt von der Stärke der Expression des Gens für das GVG-Protein 

und von den Wachstumsbedingungen abhängig (Amirsadeghi et al., 

2007). In Reis wurde eine Abhängigkeit von der Konzentration des 

Dexamethasons und der Dauer der Behandlung beobachtet 

(Ouwerkerk et al., 2001). Bei den Experimenten, die dieser 

Dissertation zugrunde liegen, lag sowohl die Behandlungsdauer, als 

auch die Konzentration des Dexamethasons unter den Werten, bei 

denen die Nebeneffekte des GVG-Expressionssystems beobachtet 

worden waren. Da für jede einzelne Messung sehr viele Individuen (> 

1000) desselben Genpools verwendet wurden und stets ein Vergleich 

zwischen Pflanzen durchgeführt wurde, die mit Dexamethason bzw. 

identisch ohne Dexamethason behandelt wurden, ist die 

Wahrscheinlichkeit sehr hoch, dass die gemachten Befunde auf die 

durch Dexamethason induzierte Expression der NtMEK2DD 

zurückzuführen sind. Dennoch kann ich Nebeneffekte aufgrund des 

Expressionsystems selbst nicht vollkommen ausschließen. 
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Ergebnisse 

Quantitative Unterschiede nach Dexamethason-

Behandlung lassen sich ohne Anreicherung nicht 

durch Immunodetektion feststellen. 

Um bislang unbekannte putative MAP-Kinase-Substrate ex vivo mit 

hohem Durchsatz zu identifizieren, wurden GVG::NtMEK2DD-Pflanzen 

genutzt, bei denen eine Zugabe von Dexamethason zu einer 

kontinuierlichen und starken Aktivierung der MAP-Kinasen MPK3 und 

MPK6 führt (Ren et al., 2002). Die Pflanzen wurden in flüssigem MS-

Medium angezogen, um eine gleichmäßige Behandlung der Keimlinge 

mit Dexamethason zu gewährleisten. Die ganzen Pflanzen wurden 

sechs Stunden nach Behandlung geerntet, da zu diesem Zeitpunkt die 

MAP-Kinase-Aktivität ein Maximum erreicht hat (Ren et al., 2002). 

Sowohl aus NtMEK2DD-Pflanzen als auch aus Col-0 Wildtyppflanzen 

wurden phenolische Proteinextrakte (PPE) angefertigt. Aus einem Teil 

dieser Extrakte wurden wiederum Phosphoproteine durch Al(OH)3-

MOAC angereichert. Diese Proteine wurden durch Natrium-

dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufge-

trennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran transfe-

riert. Die Detektion erfolgte durch einen Antikörper, der spezifisch an 

das phosphorylierte MAP-Kinase-Substratmotiv PX-pS/pT-P bindet 

(Edbauer et al., 2009). Bei den Col-0 Wildtyppflanzen konnte weder im 

phenolischen Proteinextrakt (PPE) noch bei den mit Al(OH)3-MOAC 

angereicherten Proteinen ein Unterschied zwischen Dexamethason-

behandelten Pflanzen und Kontrollpflanzen festgestellt werden. Die 

PPE der NtMEK2DD-Pflanzen ließen ebenfalls keine Unterschiede 

erkennen. Bei den mit Al(OH)3-MOAC angereicherten Proteinen sind 

jedoch bei den Dexamethason-behandelten Pflanzen zusätzliche 

Proteinbanden zu sehen, die in keiner der übrigen Proben sichtbar 

sind (Abbildung 3 A). Als alternative Anreicherungsmethode für 

putative MAP-Kinase-Substrate wurde die Anreicherung von 

Zellkernen erprobt. Der Grund dafür liegt in der Tatsache, dass fünf 

der neun eingangs erwähnten bekannten in vivo MAP-Kinase-

Substrate Transkriptionsfaktoren sind (SPCH, EIN3, WRKY33, ERF6, 
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Tandem-MOAC ermöglicht die Identifizierung be-

kannter MAP-Kinase-Substrate mittels Massenspek-

trometrie 

Um auch Phosphopeptide von putativen MAP-Kinase-Substraten mit 

niedriger Abundanz massenspektrometrisch messen zu können, wurde 

vor dem tryptischen Verdau der Proteine ein zusätzlicher 

phosphospezifischer Anreicherungsschritt eingeführt: Phospho-

proteinanreicherung durch Al(OH)3-MOAC. Die so erhaltenen 

Phosphoproteine wurden mit Trypsin verdaut und aus den 

resultierenden Peptiden mit TiO2-MOAC Phosphopeptide 

angereichert. Diese Methode wurde Tandem-MOAC genannt und 

führte dazu, dass bekannte MAP-Kinase-Substrate identifiziert werden 

konnten, so PHOS32 (Merkouropoulos et al., 2008) (und das sehr 

ähnliche PHOS34, das bislang noch nicht als MAP-Kinase-Substrat 

belegt ist), NIA2 (Wang et al., 2010), MAP-Kinase Phosphatase (MKP) 

1 (Park et al., 2011) und Microtubule-associated Protein  (MAP) 65-1 

(Sasabe et al., 2011). Diese und weitere Proteine wurden replizierbar 

in drei unabhängigen Experimenten gefunden. Die Auswertung der 

Rohdaten erfolgte dazu mit zwei verschiedenen Softwares, nämlich 

ProteomeDiscoverer 1.3 (im folgenden PD genannt) und MaxQuant 

1.2.2.5 (fortan MQ). In den drei Experimenten zusammengenommen 

konnten mit PD 1905 Spektren als Phosphopeptide (Phosphopeptide 

Spectrum Match, pPSM) annotiert werden, mit MQ 1505. Insgesamt 

2201 pPSMs wurden mit mindestens einer der beiden Softwares 

erzielt. Diese pPSMs konnten 1012 verschiedenen Phosphopeptiden 

zugeordnet werden. Diese Phosphopeptide wurden wiederum 382 

Phosphoproteinen zugeordnet. Alle pPSMs und die zugehörigen 

MS/MS-Spektren können in den Datenbanken PRIDE 

(http://www.ebi.ac.uk/pride/) (Vizcaíno et al., 2013) und ProMEX 

(http://promex.pph.univie.ac.at/promex/) (Wienkoop et al., 2012) 

eingesehen werden. Mit den beiden Softwares PD und MQ wurden 

auch die Phosphorylierungen der jeweiligen Primärstruktur der 

identifizierten Peptide zugewiesen. Insgesamt wurden 733 

Phosphorylierungsstellen identifiziert, von denen 362 bislang weder in 

der Pflanzenproteinphosphorylierungs-Datenbank P3DB (Gao et al., 
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2009), noch in der Arabidopsis-spezifischen Proteinphosphorylierungs-

Datenbank PhosPhAt (Durek et al., 2010) gespeichert waren. 

141 putative MAP-Kinase-Substrate identifiziert, 

darunter 32 putative Substrate der MAP-Kinasen 

MPK3 und/oder MPK6 

Mit PD und MQ zusammen konnten 141 Proteine identifiziert werden, 

bei denen eine Phosphorylierung an einem high- oder low stringency 

motif vorlag (siehe Tabelle A6 im Anhang). Dabei wurden 100 dieser 

Proteine von beiden Softwares als solche erkannt. Diese Proteine 

werden aufgrund der Phosphorylierung an den entsprechenden 

Motiven als putative MAP-Kinase-Substrate betrachtet. Um unter 

diesen putativen MAP-Kinase-Substraten solche zu finden, die von 

MPK3 und/oder MPK6 phosphoryliert werden, wurde das Verhältnis 

der Peptide im Vergleich zwischen Dexamethason-behandelten 

Pflanzen und kontrollbehandelten Pflanzen semiquantitativ bestimmt. 

Dazu wurde die Software ProtMAX 2012 Version 2.0.1.1 (im 

Folgenden ProtMAX (Egelhofer et al., 2013)) verwendet. Mit ProtMAX 

wurden die Peptidionenzahlen der Dexamethason-behandelten wie 

auch der Kontrollpflanzen bestimmt. Durch einen zweiseitigen 

Student-t-Test -Kinase-

Substrate als signifikant reguliert gefunden. Diese Proteine werden 

als putative Substrate der MAP-Kinasen MPK3 und/oder MPK6 

betrachtet. 32 dieser 36 Proteine waren sowohl durch PD als auch 

durch MQ als putative MAP-Kinase-Substrate erkannt worden. Die 

relative Quantifizierung dieser 32 Proteine wurde zusätzlich durch die 

Integration der Peptidionen-Signalpeaks von Hand bestätigt. Diese 

Proteine und die zugehörigen modifizierten Peptidsequenzen sowie 

die Peptidmassen sind in Tabelle 2 zu finden.
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Um zu überprüfen, ob eine Erhöhung der relativen Abundanz eines 

Proteins auf eine Akkumulation des Proteins in der Probe zurück-

zuführen ist, wurden die Spektrenzahlen der quantifizierbaren 

Proteine sowohl für die Dexamethason-behandelten Proben als auch 

für die Kontrollproben bestimmt. Unter der Annahme, dass die 

Spektrenzahl mit der Proteinabundanz korreliert (Gao et al., 2003; Liu 

et al., 2004), waren keine signifikanten Unterschiede in der 

Proteinabundanz zwischen den beiden Proben festzustellen 

(Abbildung 4 A). Unterstützt wurde dieser Befund durch qRT-PCR-

Untersuchung der mRNA-Abundanz von 138 der 141 Gene, die für 

putative MAP-Kinase-Substrate kodieren. 85 dieser Gene (entspricht 

61,6 %) wurden als nicht signifikant reguliert gefunden, 30 als 

herunterreguliert (entspricht 21,7 %) und 23 als heraufreguliert 

(entspricht 16,7 %; Abbildung A5 im Anhang). Dass sich die Proben 

dennoch statistisch unterscheiden, zeigt eine Hauptkom-

ponentenanalyse, in der die Dexamethason-behandelten Proben in 

allen drei Replikaten eindeutig von den Kontrollproben unterschieden 

werden konnten (Abbildung 4 B). Die identifizierten Phos-

phorylierungsstellen befinden sich in unterschiedlichen unmittelbaren 

Zusammenhängen innerhalb der Aminosäuresequenzen. Um heraus-

zufinden, welche Phosphorylierungsmotive überwiegen, wurde der 

Motif-X-Algorithmus (Schwartz and Gygi, 2005) verwendet. 

Vorherrschendes Motiv ist demnach das high stringency motif gefolgt 

vom low stringency motif für MAP-Kinase-Substrate (Abbildung 4 C). 

  





Ergebnisse - 36 putative Substrate der MPK3 und/oder MPK6 identifiziert 

29 
 

36 putative Substrate der MPK3 und/oder MPK6 

identifiziert 

Die Liste mit 143 putativen MAP-Kinase-Substraten (Tabelle A7 im 

Anhang) umfasst auch solche Proteine, deren Phosphopeptide nach 

der Aktivierung der MPK3 und MPK6 durch Behandlung mit 

Dexamethason eine erhöhte Abundanz zeigen. Dabei handelt es sich 

um 36 Proteine, die nach Dexamethason-Behandlung mindestens 1,5-

fach häufiger vorkommen, als ohne Dexamethason-Zugabe (Tabelle 3). 

Im Vergleich mit den 32 Proteinen, die markierungsfrei als MPK3/6-

Substrate identifiziert wurden, zeigt sich, dass lediglich sieben 

Proteine in beiden Listen vorhanden sind, und zwar der 

-

-

RNA- -Protein AT5G21160, -

pEARLI4-

AT4G38550 und VQ4/MVQ1 (AT1G28280).
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Eine Mutante ermöglicht die Identifizierung von 

Proteinen, die spezifisch von MPK3 phosphoryliert 

werden 

Durch die Verwendung von NtMEK2DD-Pflanzen mit mpk6-

Hintergrund nach Dexamethason-Behandlung wurde eine Liste von 

putativen MAP-Kinase-Substraten erstellt, die spezifisch, aber nicht 

zwingend ausschließlich, von MPK3 phosphoryliert werden. Diese 

Liste enthält 14 Proteine, deren Phosphopeptide in der Abundanz 

nach Dexamethason-Behandlung sowohl im Wildtyp-Hintergrund, als 

auch im mpk6-Hintergrund erhöht waren (Tabelle 3). Da MPK6 für 

ihre Phosphorylierung nicht in Betracht kommt, werden sie 

höchstwahrscheinlich mindestens von MPK3 phosphoryliert. 

Behandlung mit Salicylsäure führt zu erhöhter 

Abundanz einiger Phosphopeptide 

Um putative MAP-Kinase-Substrate zu identifizieren, die am Priming 

von Abwehrreaktionen beteiligt sein könnten, wurden NtMEK2DD-

Pflanzen zur Induktion des geprimten Zustandes mit Salicylsäure 

behandelt, bevor zwei Tage später die Dexamethason-Behandlung zur 

Aktivierung der MPK3 und der MPK6 erfolgte. Die Salicyl-

säurebehandlung kann jedoch auch unabhängig von der Aktivierung 

dieser MAP-Kinasen zu einer Regulation von Phosphoproteinen 

führen. Um solche Proteine, die keine putativen Substrate der MPK3 

und/oder der MPK6 darstellen zu erkennen, wurden 

Kontrollexperimente durchgeführt. Dazu wurden die Pflanzen nur der 

Salicylsäure- bzw. der entsprechenden Kontrollbehandlung 

unterzogen. Nach zwei Tagen erfolgte die Ernte, ohne dass eine 

Behandlung mit Dexamethason erfolgt wäre. Aus dem Vergleich 

dieser Proben geht hervor, dass nach der Behandlung mit Salicylsäure 

die Abundanz von Phosphopeptiden aus einigen Proteinen und 

putativen MAP-Kinase-Substraten steigt. Es handelt sich um 50 

Phosphopeptide aus 40 Proteinen. Von diesen 50 Phosphopeptiden 

zeigen neun nach zusätzlicher Dexamethason-Behandlung eine 

Erhöhung der Abundanz. Sechs dieser Phoshphorylierungsstellen 

steigen in ihrer Abundanz auch ohne Salicylsäure nach 
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Dexamethason-Behandlung. Auffällig ist, dass diese 50 Phospho-

peptide die Salicylsäure-abhängige Erhöhung der Abundanz aus-

schließlich im Wildtyp-Hintergrund zeigen, nicht jedoch im mpk6-

Hintergrund. 

Einen Anstieg der Abundanz durch Salicylsäure-Behandlung im mpk6-

Hintergrund zeigen vier Phosphopeptide, die zu den Proteinen MKK2, 

AT1G59710, AT5G45510 und pearli4-like  AT4G38550 gehören. Die 

Phosphorylierungsstelle des Peptids von pearli4-like  AT4G38550 ist 

auch im Wildtyp-Hintergrund nach Salicylsäure-Behandlung 

hochreguliert, jedoch weist das Peptid im mpk6-Hintergrund eine 

zweite Phosphorylierungsstelle auf, die nicht dem MAP-Kinase-

Substratmotiv entspricht. Die Behandlung mit Salicylsäure führt bei 

diesen Peptiden zu einem Anstieg der Abundanz unabhängig von der 

Anwesenheit von MPK6. 
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Bestimmte putative Substrate von MPK3 und/oder 

MPK6 werden nur nach vorherigem Priming 

detektiert 

Aus dem Vergleich der Dexamethason-Behandlung ungeprimter 

Pflanzen mit der Dexamethason-Behandlung geprimter Pflanzen 

ergeben sich putative MAP-Kinase-Substrate, die erst nach dem 

Priming-Stimulus messbar werden. Es handelt sich um 

Phosphopeptide von 25 Proteinen, die ohne Salicylsäure-

Vorbehandlung nicht gemessen wurden, die nach Salicylsäure-

Vorbehandlung jedoch Dexamethason-abhängig einen Anstieg der 

Abundanz zeigen (Tabelle 5). Die beiden pearli4-like -Proteine 

AT2G16900 und AT4G38550 sowie das SAP domain-containing 

protein  AT4G39680 und das Guanylate-binding family protein  

AT5G46070 wurden auch ohne vorhergehendes Priming als putative 

Substrate der MPK3 und/oder MPK6 identifiziert (Tabelle 3), hier 

jedoch durch andere Phosphopeptide. 

Aus dem Vergleich der Dexamethason-Behandlung geprimter mpk6
DD-

Pflanzen mit ungeprimten mpk6
DD-Pflanzen lässt sich eine Liste der 

putativen MAP-Kinase-Substrate erstellen, die erst nach dem Priming-

Stimulus spezifisch, aber nicht zwingend ausschließlich, von MPK3 

phosphoryliert werden. Diese Liste umfasst neun Proteine, deren 

Phosphopeptidabundanz Dexamethason-abhängig nach Salicylsäure-

Vorbehandlung sowohl im Wildtyp-Hintergrund als auch im mpk6-

Hintergrund steigt. Diese Peptide sind in Tabelle 5 durch die Angabe 

mpk6-  

kenntlich gemacht.
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Diskussion 

Tandem-MOAC ermöglicht die Identifizierung 

putativer MAP-Kinase-Substrate 

MAP-Kinase-Substrate agieren als Transkriptionsfaktoren oder 

Enzyme häufig an zentralen Schaltstellen der Regulation von 

Genexpression und Biosynthesen und sind nicht einfach 

massenspektrometrisch nachzuweisen. Die Identifizierung bislang 

unbekannter putativer MAP-Kinase-Substrate durch -

Proteomik erfordert daher eine starke und spezifische Aktivierung der 

MAP-Kinasen, um nach den notwendigen Anreicherungsschritten 

genügend viele Peptide der massenspektrometrischen Analyse 

zuführen zu können. Um eine starke und spezifische Aktivierung 

endogener MAP-Kinasen zu erreichen, wurden transgene Pflanzen 

genutzt. Diese Pflanzen exprimieren nach Zugabe von Dexamethason 

eine konstitutiv aktive MAP-Kinase-Kinase, die endogene MAP-

Kinasen aktiviert. Obwohl diese MAP-Kinase-Kinase aus Tabak und 

nicht aus Arabidopsis stammt, akzeptiert sie mindestens die MAP-

Kinasen MPK3 und MPK6 als Substrate, denn sie ist den Arabidopsis 

MAP-Kinase-Kinasen MKK4 und MKK5 ortholog (Tena et al., 2001; 

Yang et al., 2001). Sie aktiviert MPK3 und MPK6, wie durch 

Aktivitätstests nachgewiesen werden kann (Ren et al., 2008). Zur 

Erzeugung von viel Biomasse und zur Gewährleistung einer 

gleichmäßigen Behandlung der vollständigen Pflanzen mit 

Dexamethason wurde ein System mit Arabidopsis-Keimlingen in 

steriler Flüssigkultur bei Dauerlicht gewählt. Durch die 

Implementation eines phosphospezifischen Anreicherungsschrittes auf 

Proteinebene (Al(OH)3-MOAC) in das weit verbreitete Verfahren einer 

einfachen Anreicherung auf Peptidebene (TiO2-MOAC) konnte die 

Sensitivität so weit erhöht werden, dass die Messung von 

Phosphopeptiden bekannter Substrate der MAP-Kinasen MPK3 und 

MPK6 im -Proteomik-Verfahren möglich wurde. Die 

Anreicherung von Zellkernen aus den Versuchspflanzen ist ebenfalls 

geeignet, putative MAP-Kinase-Substrate anzureichern (Abbildung 3). 
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Die Methode der Tandem-MOAC erwies sich dabei als so erfolgreich, 

dass der Ansatz der Zellkernanreicherung nicht weiter verfolgt wurde. 

Bekannte MAP-Kinase-Substrate 

Zu den Substraten der MAP-Kinasen gehören auch Phosphatasen wie 

MKP1, die antagonistisch zur MAP-Kinase-Signaltransduktion wirken, 

was zur zellulären Kontrolle über Stärke und Dauer der 

Signalübertragung beiträgt. Phosphopeptide bekannter Substrate von 

MPK3 und MPK6 konnten durch einen einfachen TiO2-MOAC-

Anreicherungsschritt nicht massenspektrometrisch nachgewiesen 

werden. Dieser Nachweis wurde erst durch einen weiteren MOAC-

Schritt möglich, bei dem Phosphoproteine durch die Affinität der 

Phosphorylgruppe zu Al(OH)3 angereichert werden. Durch diese 

Tandem-MOAC konnten Phosphopeptide bekannter Substrate von 

MPK3 und/oder MPK6 nachgewiesen werden, und zwar MKP1 (Park 

et al., 2011), PHOS32 (Merkouropoulos et al., 2008) und NIA2 (Wang 

et al., 2010). Die Phosphorylierungsstellen dieser Substrate wurden 

als spezifische Serinreste identifiziert, die sich in MAP-Kinase-

Phosphorylierungsmotiven befinden und bereits zuvor von anderen 

Arbeitsgruppen als von MAP-Kinasen phosphorylierte Serine 

beschrieben wurden (Merkouropoulos et al., 2008; Wang et al., 2010; 

Park et al., 2011). Zudem verhindert eine Mutation des jeweiligen 

spezifischen Serinrestes die Phosphorylierung der betreffenden 

Proteine durch MPK3 bzw. MPK6 (Merkouropoulos et al., 2008; Wang 

et al., 2010; Park et al., 2011). In diesem Experiment wurde gezeigt, 

dass die MAP-Kinase-inaktivierende Phosphatase MKP1 nach 

Dexamethason-Induktion der NtMEK2DD an Serin 558 im MAP-Kinase-

Phosphorylierungsmotiv pSP phosphoryliert wird. Park et al. (2011) 

haben gezeigt, dass MKP1 durch ihr Substrat MPK6 phosphoryliert 

wird, was zu einer erhöhten Phosphataseaktivität führt. 

Ortsspezifische Mutation von Serin 558 zu Alanin verringerte die 

Phosphorylierung durch MPK6 und verringerte auch die 

Phosphataseaktivität von MKP1 in vitro (Park et al., 2011). In vivo 

konnte bislang allerdings keine entscheidende Rolle für Serin 558 

festgestellt werden. Eine verkürzte Version von MKP1, der die letzten 

243 Aminosäuren (und damit auch Serin 558) fehlen, kann den UV-B-

Phänotypen der mkp1-Mutation komplementieren und zeigt auch die 
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durch UV-B hervorgerufene Mobilitätsverschiebung (González 

Besteiro and Ulm, 2013). Die Bedeutung der Phosphorylierung von 

MKP1 an Serin 558 ist demnach noch offen. 

Ein weiteres publiziertes MAP-Kinase-Substrat, das in dieser Studie 

gefunden wurde, - -1 

(MAP65-1). Sein Phosphorylierungsstatus ändert sich nicht nach 

Induktion der Aktivität von MPK3 und MPK6 durch Behandlung mit 

Dexamethason. Da MAP65-1 als Substrat der MPK4 beschrieben ist 

(Sasabe et al., 2011), deckt sich dieser Befund mit der Hypothese, 

dass zwar MPK3 und MPK6, nicht jedoch MPK4 von NtMEK2DD 

aktiviert werden. 

Putative neue MPK3 / MPK6-Substrate 

Zusätzlich zu bekannten MAP-Kinase-Substraten konnten putative 

neue Substrate von MPK3 und/oder MPK6 identifiziert werden. 

Darunter befinden sich Mitglieder der Phospholipase-ähnlichen 

Proteine der pEARLI4-Familie, ein für Pflanzen spezifisches LRR-

Rezeptorprotein ( Plant Intracellular Ras group-related LRR  9, 

PIRL9), zudem der generelle Transkriptionsfaktor TFIIB, NOT2/3/5 

-

-

identifiziert werden. Dieses Protein ist an mehreren Aminosäuren 

stark phosphoryliert gefunden worden, nachdem die MAP-Kinasen 

MPK3 und MPK6 aktiviert worden waren. Kürzlich wurde VQ4 unter 

dem Namen MVQ1 als Substrat der MAP-Kinasen MPK3 und MPK6 

beschrieben (Pecher et al., 2014). In dieser Studie wurde die 

Interaktion von VQ-Proteinen mit MPK3 und MPK6 sowie mit WRKY-

Transkriptionsfaktoren untersucht. Zehn VQ-Proteine der 

Untergruppen I und II wurden als Interaktionspartner von MPK3 und 

MPK6 sowohl in Yeast-Two-Hybrid-Screens als auch bei in vitro-

Phosphorylierungsexperimenten identifiziert. Ein weiteres Mitglied 

der VQ-Familie wurde unter dem Namen MKS1 als Substrat der MAP-

Kinase MPK4 beschrieben (Andreasson et al., 2005). VQ-Proteine 

interagieren über das VQ-Motiv mit WRKY-Transkriptionsfaktoren der 

Gruppen I und IIc (Cheng et al., 2012; Pecher et al., 2014). Zu diesen 

Gruppen der WRKY-Proteine gehört auch WRKY33, das selbst 
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ebenfalls als Substrat von MPK3/6 beschrieben ist (Mao et al., 2011). 

Es liegt nahe zu vermuten, dass MAP-Kinase-Kaskaden direkt oder 

über interagierende VQ-Proteine die Expression WRKY-regulierter 

Gene steuern können, indem durch die Phosphorylierung von WRKY- 

und/oder VQ-Proteinen deren Interaktion und daraus resultierend die 

transkriptionsfördernden oder hemmenden Eigenschaften der WRKY-

Proteine moduliert werden. 

Genaue Quantifizierung von MAP-Kinase-Substraten 

mittels metabolischer Markierung 

Auch mit der Methode des metabolischen Markierens und der 

Entsalzung mit Graphit konnten bekannte MAP-Kinase-Substrate 

identifiziert werden, nämlich wie im markierungsfreien Ansatz 

PHOS32 und das homologe PHOS34, MAP65-1 sowie VQ4/MVQ1 und 

VQ33/MVQ3 (Pecher et al., 2014). 

Die Analyse der metabolisch markierten Proteine ergab auch 

Kandidaten für bislang unbekannte Substrate von MPK3 und/oder 

MPK6: WRKY6- und NOT2/3/5-Transkriptionsfaktoren, drei Mitglieder 

der pEARLI4-

homol -Kinase-

Kinase MKK2. WRKY6 wurde bereits mit Stressabwehr und 

Reaktionen auf Pathogene assoziiert (Robatzek and Somssich, 2001, 

2002; Jaskiewicz et al., 2011). WRKY6 gehört zur Gruppe IIb der 

WRKY-Transkriptionsfaktoren, für die bisher keine Interaktion mit 

MPK3/6 gezeigt wurde. Die sehr stark erhöhte relative Abundanz des 

entsprechenden Phosphoproteins in Proben mit aktivierten MPK3 und 

MPK6 im Vergleich zu nicht aktivierten Proben (> 20-fach) spricht 

jedoch sehr für eine direkte Phosphorylierung von WRKY6 durch diese 

MAP-Kinasen. Der NOT2/3/5-Transkriptionsfaktor wurde ebenfalls 

bereits mit dem markierungsfreien Ansatz als putatives Substrat von 

MPK3/6 gefunden, genauso wie ein Mitglied der pEARLI4-Genfamilie. 

Die putativen Phospholipasen der pEARLI4-Genfamilie wurden bisher 

durch das namengebende pEARLI4-Protein (AT2G20960) mit der 

Pathogenabwehr assoziiert (Humphry et al., 2010, hier earli4 

genannt). Die Funktionsverlustmutante zeigt eine erhöhte Anfälligkeit 

gegenüber Golovinomyces orontii, dem Erreger des Echten Mehltaus 
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bei Arabidopsis, und gegenüber Erysiphe pisi, dem Erreger des 

Echten Mehltaus bei der Erbse (Pisum sativum). Auch einige 

Mitglieder der pEARLI4-Familie wurden durch eine bioinformatische 

Studie zur Koregulation mit Pathogenabwehr in Verbindung gebracht, 

nämlich AT2G16900, AT4G38550 und AT4G38560 (Heyndrickx and 

Vandepoele, 2012), jedoch liegen dazu noch keine experimentellen 

Befunde vor. Die drei hier gefundenen pEARLI4-ähnlichen Proteine 

weisen durch eine starke Phosphorylierung nach Behandlung mit 

Dexamethason darauf hin, dass diese Proteinfamilie über MPK3/6 an 

der Pathogenabwehr beteiligt sein könnte. PTEN2 ist eine 

Phosphatase mit zweifacher Spezifität, d.h. sie kann sowohl 

phosphorylierte Serin- und Threoninreste als auch Tyrosinreste 

dephosphorylieren und kommt somit theoretisch in Frage, MAP-

Kinasen zu inaktivieren. Eine Phosphataseaktivität wurde 

experimentell bislang nicht für MAP-Kinasen, sondern für 

Phosphatidylinositolphosphate und für Phosphotyrosin in Peptiden 

belegt (Pribat et al., 2012). Mit dieser Phosphatase als MAP-Kinase-

Substrat ergibt sich eine Möglichkeit zur Kommunikation zwischen 

MAP-Kinase-Signalwegen und Phosphatidylinositolphosphat-

Signalwegen. Solche Kommunikationsmöglichkeiten sind essentiell 

zur Aufrechterhaltung der Spezifität der Signaltransduktion, weil sie 

dazu beitragen können, dass andere Kaskaden, die mit-induziert 

wurden, wieder abgeschaltet werden. Eine solche Möglichkeit 

innerhalb der MAP-Kinase-Kaskaden bietet die Tatsache, dass in 

dieser Studie auch die MKK2 als Substrat der MPK3 und/oder MPK6 

identifiziert wurde. Die MKK2 ist zusammen mit MKK1 die Kinase, die 

MPK4 aktiviert (Gao et al., 2008). Da MPK4 ebenfalls in der 

Stressantwort der Pflanze involviert ist, jedoch einen hemmenden 

Einfluss auf den Salicylsäure-Signalweg hat (Gao et al., 2008), kann 

man spekulieren, dass eine Phosphorylierung der MKK2 durch die auf 

Salicylsäure ansprechenden MAP-Kinasen MPK3 und MPK6 eine Ko-

aktivierung der MPK4 verhindern soll. Ein ähnliches System ist vor 

kurzem bei Mäusen beschrieben worden (Catalanotti et al., 2009). 

Allerdings hemmt hier die Phosphorylierung durch die MAP-Kinase 

ihre eigene aktivierende MAP-Kinase-Kinase, es handelt sich also um 

eine klassische Rückkopplungshemmung. Eine direkte Kommunikation 

zwischen den Komponenten zweier MAP-Kinase-Kaskaden ist eine 
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sehr direkte und einfache Methode, unerwünschte Nebenakti-

vierungen zu unterbinden und die Spezifität der zellulären Reaktion 

zu gewährleisten. 

Putative geprimte MPK3/MPK6-Substrate 

Einige Phosphopeptide konnten erst erfasst werden, wenn der 

Aktivierung der MAP-Kinasen MPK3 und MPK6 eine Behandlung mit 

Salicylsäure vorausgeht. Darunter befinden sich Peptide von pEARLI4 

(CDC48), RIN4, SR1, dem LRR-Protein AT5G45510 und der Histone 

Deacetylase  2B (HD2B). Die Mitglieder der pEARLI4-Genfamilie 

wurden bereits ohne Salicylsäure-Vorbehandlung als mögliche 

Substrate von MPK3 und/oder MPK6 identifiziert. Das Protein CDC48, 

das einen Einfluss auf Wachstum und Entwicklung der Pflanze, 

insbesondere auf Zellteilung und Differenzierung, hat (Park et al., 

2008), wird auch mit dem Abbau des Movement-Proteins des Tabak-

Mosaikvirus TMV in Verbindung gebracht (Niehl et al., 2012), was 

wiederum im Zusammenhang mit Pathogenabwehr zu sehen ist. Das 

in dieser Dissertation identifizierte CDC48B ist die transkriptionell am 

stärksten auf Stressstimuli reagierende Isoform (Niehl et al., 2012). 

Um die PTI zu unterdrücken, geben Pathogene Effektoren an die 

Pflanzenzelle ab, welche die Signalkaskaden unterbrechen. HopAI1 

aus dem Bakterium Pseudomonas syringae dephosphoryliert MPK3 

am Threoninrest des Aktivierungsmotivs irreversibel, wodurch die 

Kinase dauerhaft inaktiviert wird (Li et al., 2007). Solche Effektoren 

können entweder direkt durch R-Proteine erkannt werden (Gen-für-

Gen-Resistenz), oder die Folgen ihrer Aktivität werden 

wahrgenommen (Guard-Hypothese). In beiden Fällen werden die 

Abwehrreaktionen trotz Unterdrückung der PTI wieder eingeschaltet 

und es kommt zur Ausbildung der ETI. RIN4 ist ein klassisches 

Beispiel für die Guard-Hypothese bei der pflanzlichen 

Pathogenabwehr. Wird RIN4 von AvrRpt2 gespalten, so unterdrücken 

die Spaltungsprodukte offenbar neben der PTI auch die RPM1-

gesteuerte ETI im Zusammenspiel mit NDR1 (Kim et al., 2005; Afzal et 

al., 2011). Der Transkriptionsfaktor, der die Expression von NDR1 

reguliert, bestimmt auch die Expression des Abwehrgens EDS1 und 

des MAP-Kinase-Substrats EIN3. Es handelt sich um SR1 [synonym 
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CAMTA3 (Du et al., 2009; Nie et al., 2012)], der in der vorliegenden 

Arbeit ebenfalls als putatives MAP-Kinase-Substrat identifiziert wurde. 

Zusätzlich zu seiner Rolle in der Pathogenabwehr reagiert SR1 auch 

auf abiotischen Stress, nämlich Kälte (Kim et al., 2013). Außerdem 

reprimiert SR1 bei warmen Temperaturen die Biosynthese von 

Salicylsäure (Kim et al., 2013). Kälte aktiviert neben MPK4 auch 

MPK6 und höchst wahrscheinlich MPK3 (Ichimura et al., 2000). Diese 

MAP-Kinasen könnten die Transkription von Kälte-induzierten Genen 

über SR1 regulieren. Bei warmen Temperaturen wiederum könnten 

die am Priming beteiligten MAP-Kinasen MPK3 und MPK6 die 

Repression der Salicylsäure-Biosynthese durch SR1 unterbinden. Das 

LRR-Protein AT5G45510 könnte als putatives Rezeptorprotein eine 

Rolle in der Erkennung von Pathogenen und/oder ihren Auswirkungen 

auf pflanzeneigene Strukturen spielen. HD2B schließlich ist eine 

Histon-Deacetylase, die eine Rolle in der Modifikation von Chromatin 

spielt. Chromatinmodifikationen sind wichtig zur epigenetischen 

Kontrolle der Genregulation und spielen auch eine Rolle im 

Zusammenhang mit dem Priming der Abwehrreaktionen (Jaskiewicz et 

al., 2011). Dabei werden Acetylierungen von Histonen mit 

exprimierbaren Genen in Verbindung gebracht, und die Aktivität von 

Histon-Deacetylasen wird mit der Repression der Gentranskription 

assoziiert (Eberharter and Becker, 2002; Wu et al., 2000, 2003). Die 

für Pflanzen spezifischen Histon-Deacetylasen der HD2-Unterfamilie 

wurden bereits als Phosphoproteine beschrieben (Lusser et al., 1997; 

Reiland et al., 2009; Mayank et al., 2012; Meyer et al., 2012; Bi et al., 

2011), und die Phosphorylierung von Histon-Deacetylasen wurde mit 

ihrer Aktivität in Verbindung gebracht (Grozinger and Schreiber, 

2000; Pflum et al., 2001). Die bei Grozinger und Pflum behandelten 

Histon-Deacetylasen sind zwar humanen Ursprungs und auf 

Sequenzebene nicht mit den pflanzenspezifischen HD2-Histon-

Deacetylasen verwandt; dennoch wäre ein Mechanismus, der von 

MAP-Kinase-Signaltransduktion über Chromatinmodifikation zu 

veränderter Genexpression führt, denkbar. Dabei könnte die 

Phosphorylierung von Histon-Deacetylase HD2B ihre intrazelluläre 

Lokalisation und damit ihren Einfluss auf die Genexpression 

verändern oder die Aktivität der Deacetylase direkt beeinflussen. 

Diese Mechanismen könnten dann zur Aktivierung von Abwehrgenen 
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beitragen oder zur Repression von Genen, die bei der Aktivierung von 

MPK3 und/oder MPK6 herunterreguliert werden. 

Putative geprimte Substrate, die mindestens von 

MPK3 phosphoryliert werden 

Von den geprimten Phosphopeptiden werden einige auch im mpk6
DD-

Hintergrund reguliert. Die zugehörigen Proteine stellen putative 

geprimte Substrate dar, die spezifisch, aber nicht unbedingt 

ausschließlich, von MPK3 phosphoryliert werden. Es sind dies unter 

anderem pEARLI4 und das verwandte AT4G38550, RIN4, SR1 und das 

LRR-Protein AT5G45510. 

Die vorliegende Arbeit hat viele Proteine aufgrund der verstärkten 

Phosphorylierung an einem S/T-P-Motiv nach Aktivierung der MAP-

Kinasen MPK3 und MPK6 als putative Substrate dieser Kinasen 

identifiziert. Zukünftige Arbeiten werden zeigen müssen, ob sich diese 

Vermutung halten lässt. Dazu muss die identifizierte Phospho-

rylierungsstelle bestätigt werden, etwa durch Aminosäureaustausch 

und in-vitro-Kinase-Assays. Die physiologische Bedeutung der 

Phosphorylierung liegt ebenfalls noch im Dunkeln. Hier werden 

Analysen von Funktionsverlustmutanten, Komplementationsstudien 

und Lokalisationsstudien zeigen, welche Rolle die Phosphorylierung 

des jeweiligen Kandidatenproteins bei Prozessen wie Pathogen-

abwehr, Stressreaktion, Wachstum und Entwicklung spielen. Auch die 

direkte Interaktion der putativen Substrate mit den MAP-Kinasen 

MPK3 und/oder MPK6 sowie eventuell weiteren Kinasen muss noch 

gezeigt werden, z.B. durch Yeast Two Hybrid-Versuche, Co-

Immunopräzipitation oder bimolekulare Fluoreszenz-Komplementation 

(BiFC). Die Methode der Tandem-MOAC reichert Phosphoproteine mit 

geringer Abundanz stark genug an für ihre Identifizierung durch 

Massenspektrometrie und ist damit auch zur Entdeckung von 

Kandidaten für Substrate anderer Kinasen geeignet. 
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Material und Methoden 

Pflanzenmaterial und Wachstumsbedingungen 

Als Versuchspflanzen wurden transgene Arabidopsis thaliana Col-0 

verwendet, die mit der codierenden Sequenz für die MEK2 aus 

Nicotiana tabacum transformiert wurden. Die Sequenz ist so 

verändert, dass im translatierten Protein die Aminosäurereste T-227 

und S-233 durch Asparaginsäure ersetzt sind. Die Expression dieses 

Proteins wird durch den Promotor GVG gesteuert und kann durch die 

Zugabe von DEX induziert werden (WTDD). Es wurden auch Pflanzen 

verwendet, bei denen zusätzlich das Gen für MPK6 durch T-DNA-

Insertionen ausgeschaltet wurden (mpk6
DD). Zur Anzucht in 

Flüssigkultur wurden Samen oberflächensterilisiert. 50 ml 

1/4 MS-Medium (Murashige and Skoog, 1962) in 250 ml 

Erlenmeyerkolben wurden mit je ca. 250 Samen inokuliert. Die Kolben 

wurden für zwei Tage bei 4 °C stratifiziert, um eine gleichzeitige 

Keimung zu gewährleisten. Danach wurden sie in einen Lichtschrank 

überführt, wo sie bei 22°C und Dauerlicht mit einer Intensität von ca. 

90 µmol m-2 s-1 ohne Schütteln inkubiert wurden. Alle Salicylsäure-

Vorbehandlungen erfolgten am zehnten Tag im Licht. Die Induktion 

der Expression des Transgens erfolgte am zwölften Tag im Licht. 

Wachstumsmedien 

Alle Arabidopsis-Pflanzen wurden in steriler Flüssigkultur angezogen. 

Im Falle der Experimente ohne 15N-Markierung wurde ein Murashige 

und Skoog-Medium inkl. modifizierter Vitamine von Duchefa (M0245) 

verwendet. Dieses Medium wurde in ¼ der Konzentration der 

Publikation von Murashige und Skoog verwendet, nämlich mit 1,1 g/l. 

Es wurde zusätzlich mit 2,5 g/l Saccharose versetzt und der pH-Wert 

wurde mit 1 M KOH auf 5,7 eingestellt. Im Falle der Experimente mit 
15N-Markierung wurde das Medium in der gleichen Zusammensetzung 

aus den Einzelkomponenten angesetzt, für die Mikronährstoffe wurde 

eine Fertigmischung der Firma Sigma-Aldrich verwendet. Die 

Vitaminmischung wurde aus den Einzelvitaminen angesetzt, wobei auf 

Glycin, wie es in dem Produkt von Duchefa vorkommt, verzichtet 
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wurde, um die Effizienz der Markierung mit 15N zu erhöhen. Als 15N-

enthaltende Stickstoffquellen wurden K15NO3 und 15NH4
15NO3 der 

Firma eurisotop verwendet, für die 15N-Gehalte von 99% bzw. 98%+ 

angegeben werden. Auch bei diesen Medien wurde der pH-Wert auf 

5,7 eingestellt. Jeweils 50 ml wurden in 250 ml-Erlenmeyerkolben 

gegeben, diese mit Aluminiumfolie verschlossen und autoklaviert. 

Oberflächensterilisierung von Samen von Arabidopsis 

thaliana 

Um Arabidopsis-Pflanzen unter sterilen Bedingungen anziehen zu 

können, wurden die Samen oberflächensterilisiert. Dazu wurden die 

Samen mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol versetzt und für 15 Minuten über 

Kopf drehend inkubiert. Anschließend wurden die Samen dreimal mit 

je 1 ml reinem Ethanol gewaschen und in der Sterilbank auf 

Filterpapier luftgetrocknet. Die trockenen Samen wurden dann in 

0,15 %  (w/v) Select Agar suspendiert zu ca. einem Samen pro 

Mikroliter. 

Behandlung mit Salicylsäure 

Als Priming-Stimulus wurde der Flüssigkultur von Arabidopsis 

Salicylsäure mit einer Endkonzentration von 200 µM zugesetzt, indem 

50 µl einer 200 mM Stammlösung von Salicylsäure mit einem pH-Wert 

von 5,7 zugefügt wurden. Als Kontrollbehandlung wurden 50 µl ddH2O 

zugesetzt. Zwei Tage später wurden die Pflanzen entweder mit DEX 

bzw. Kontroll-behandelt oder sofort geerntet und in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. 

Induktion der Expression der NtMEK2DD 

Zur Induktion der Expression von NtMEK2DD wurde dem Medium mit 

den Keimlingen Dexamethason (DEX) mit einer Endkonzentration von 

1 µM zugesetzt, indem 5 µl einer 10 mM Stammlösung von DEX in 

Ethanol zugefügt wurden. Als Kontrollbehandlung wurden 5 µl reines 

Ethanol zugesetzt. Sechs Stunden nach dieser Behandlung wurden die 

Pflanzen geerntet und sofort in flüssigem Stickstoff schockgefroren. 
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Gesamtproteinextraktion 

Das Pflanzengewebe wurde in einem Mörser unter flüssigem 

Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben. 15 ml Pflanzenpulver 

wurden in einem 50 ml Falcongefäß zweimal mit 30 ml 100 % Aceton 

gewaschen und in einer Zentrifuge mit Ausschwenkrotor für 

5 Minuten bei 4000 Upm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde in 

30 ml 10 % (w/v) TCA in Aceton resuspendiert und für 10 Minuten bei 

4 °C in einem Eiswasser-Ultraschallbad behandelt. Nach einer 

Zentrifugation wie oben beschrieben wurde das Pellet zweimal mit 

30 ml 10 % (w/v) TCA in Aceton gewaschen, einmal mit 30 ml 10 % 

(w/v) TCA in Wasser und zweimal mit 10 ml eiskaltem 80 % (v/v) 

Aceton. Der Überstand wurde vollständig verworfen. Das Pellet wurde 

bei Raumtemperatur in 24 ml frisch angesetztem dichtem SDS-Puffer 

resuspendiert (100 mM TRIS-HCl pH 8,0; 30 % (w/v) Saccharose; 2 % 

(w/v) SDS; 5 -Mercaptoethanol). Ein Volumen (24 ml) TRIS-

gepuffertes Phenol (pH 8,0) wurde zugefügt. Die Proben wurden 

gründlich gemischt und für 15 Minuten bei 4000 Upm und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere phenolische Phase wurde in 

ein 175 ml Zentrifugationsgefäß überführt. Die Proteine wurden durch 

Zugabe von fünf Volumen (ca. 100 ml) eiskaltem 100 mM Ammonium-

acetat in Methanol und Inkubation für eine Stunde bei -20 °C gefällt. 

Die gefällten Proteine wurden durch Zentrifugation für 10 Minuten 

bei 7500 Upm und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde zweimal mit 10 ml 

100 mM Ammoniumacetat in Methanol und zweimal mit 10 ml 80 % 

(v/v) Aceton gewaschen. Der Überstand wurde vollständig 

abgenommen und das trockene Proteinpellet wurde bei -20° C 

gelagert. 
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Kolorimetrische Konzentrationsbestimmung von 

Proteinen (Bradford, 1976) 

Es wurde eine Kalibration mit Rinderserumalbumin als Standard 

durchgeführt. Die lineare Regression für den Standard in IB/A ergab 

folgende Gleichung: 

E595nm = 0,0406 · cProtein 

Für den Standard in 8 M Harnstoff, 100 mM 

Ammoniumhydrogencarbonat wurde folgende Gleichung ermittelt: 

E595nm = 0,0446 · cProtein 

Der Standard in 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 ergab die Gleichung: 

E595nm = 0,1128 · cProtein 

Dabei steht E595nm für die Extinktion bei 595 nm Wellenlänge und 

cProtein für die Konzentration des Proteins in der Probe. 

Im Fall der Proteinkonzentrationsbestimmung in IB/A wurde 1 µl der 

Probe mit 1 ml Bio-Rad® Quick -Reagenz gemischt. 

Im Fall der Proteinkonzentrationsbestimmung in 8 M Harnstoff, 

100 mM Ammoniumhydrogencarbonat wurde 1 µl der Probe mit 8 M 

Harnstoff, 100 mM Ammoniumhydrogencarbonat auf 100 µl gebracht 

und mit 1 ml Bio-Rad® Quick -Reagenz gemischt. Für 

die Konzentrationsbestimmung in 20 mM TRIS-HCl pH 8,0 wurden 

2 µl der Probe mit 1 ml Bio-Rad® Quick -Reagenz 

gemischt. In allen Fällen wurden diese Lösungen mit einem 

Vortexmischer durchmischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die Extinktion der Probe bei 595 nm wurde mit einem 

Spektrophotometer bestimmt. Dieser Wert wurde zur Berechnung der 

Proteinkonzentration durch Einsetzen in die entsprechende Gleichung 

verwendet. 

Anreicherung von Zellkernen 

Die Methode zur Anreicherung von Zellkernen wurde nach dem 

Protokoll von Busk und Pagès angewendet (Busk and Pagès, 1997). 

Zwölf Tage alte Keimlinge aus der Flüssigkultur wurden in flüssigem 
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Stickstoff zu einem feinen, weißen Pulver zerrieben. Alle 

nachfolgenden Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgeführt. 

500 mg Pflanzenpulver wurden in ein 15 ml Falcongefäß überführt 

und mit 5 ml Puffer A (10 mM HEPES pH 7,8; 10 mM KCl; 10 mM 

MgCl2; 5 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,2 mM PMSF; 250 mM Saccharose; 

0,5 % (v/v) Triton X-100; 10 mM Na3VO4; 10 mM NaF; 50 -

Glycerolphosphat; 5 µg ml-1 Antipain; 5 µg ml-1 Aprotinin; 5 µg ml-1 

Leupeptin) gemischt. Das Homogenisat wurde in eine Filtereinheit 

übertragen. Die Filtereinheit bestand aus einem Rundbodengefäß 

(Sarstedt), dessen Boden entfernt worden war und das in ein 

gekürztes 15 ml Falcongefäß gesteckt worden war. Zwischen den 

beiden Gefäßen befanden sich drei Lagen Miracloth (Calbiochem®). 

Diese Filtereinheit wurde 15 Minuten lang mit 3000 g zentrifugiert, 

um die Probe zu filtern und die Zellkerne zu pelletieren. Das Pellet 

wurde in 2 ml Puffer A resuspendiert und erneut zehn Minuten lang 

mit 2000 g zentrifugiert. 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Zur Herstellung eines Mini-Gels (12 % Acrylamid, 1 mm Dicke): 

Trenngel: 

1,685 ml  ddH2O 

1,6215 ml  1,25 M Bis(2-hydroxyethyl)amino-

tris(hydroxymethyl)methan (BisTris) pH 6,5-6,8 mit HCl 

2,3435 ml  30 % Acrylamid 

22,5 µl  10 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) 

2,25 µl  N,N, , -Tetramethylethan-1,2-diamin (TEMED) 
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Sammelgel: 

1,421 ml  ddH2O 

700 µl   1,25 M BisTris pH 6,5-6,8 mit HCl 

329 µl   30 % Acrylamid 

10,5 µl  10 % (w/v) APS 

4,9 µl   TEMED 

Die Komponenten wurden gemischt und das Trenngel wurde zwischen 

die beiden Glasplatten einer Bio-Rad® Gelgießstation gegossen. Das 

Gel wurde mit BisTris-gesättigtem Butanol beschichtet, um eine 

gerade Oberkante zu gewährleisten. Nachdem das Gel polymerisiert 

war, wurde das Butanol abgegossen und die Geloberkante dreimal mit 

ddH2O gewaschen. Das Sammelgel wurde auf das Trenngel gegossen 

und der Kamm sofort eingesetzt. Proteinproben wurden in einem 

angemessenen Volumen LDS-Ladepuffer (25 Volumen-% 4x 

Probenpuffer, 10 Volumen-% 10x Reduktionmittel, bis zu 65  Volumen-

% ddH2O  

aufgenommen. Das Gel wurde mit 15 µl Proteinprobe pro Spur und 

5 µl Proteinmarker-Lösung (Pink Prestained Protein Marker  NIPPON 

Genetics EUROPE GmbH) beladen. 

Die Elektrophorese fand in einer Bio-Rad® Elektrophorese-Kammer 

bei 200 V für eine Stunde bei Raumtemperatur in MES Laufpuffer 

(250 mM MES; 250 mM Tris; 5 mM EDTA; 0,5 % (w/v) SDS) statt. 

 

Proteintransfer auf eine Nitrocellulosemembran 

 

Unter Transfer-Puffer (25 mM Tris, 200 mM Glycin, 20 % (v/v) 

Methanol) wurden zwei Schichten Whatman-Papier, das Gel, eine 

Nitrocellulosemembran und zwei weitere Schichten Whatman-Papier 

gestapelt. Dieser Stapel wurde in eine Bio-Rad® Blot-Kammer 

überführt. Die Blot-Kammer wurde mit Transfer-Puffer gefüllt, ein 

magnetischer Rührfisch und ein Kühlelement zugefügt. Die Proteine 
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wurden für eine Stunde bei 250 mA unter Rühren des Puffers auf die 

Nitrocellulosemembran transferiert. 

 

Immunodetektion 

Nitrocellulosemembranen wurden durch Inkubation in Block-Lösung 

(3 % (w/v) fettfreies Milchpulver in TBST [20 mM Tris, 140 mM NaCl, 

0,1 % (v/v) Tween-20]) für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. 

Die Membran wurde dreimal für je fünf Minuten mit TBST gewaschen. 

Die Inkubation mit dem ersten Antikörper wurde über Nacht bei 4 °C 

durchgeführt. Die Membran befand sich dazu in einer Lösung aus 5 % 

(w/v) Rinderserumalbumin (BSA) in TBST und Antikörperlösung 

1:3800. Nachdem die Antikörperlösung abgeschüttet worden war, 

wurde die Membran erneut dreimal mit TBST gewaschen. Zur 

Detektion des ersten Antikörpers wurde die Membran für eine Stunde 

bei Raumtemperatur in einer Lösung mit dem zweiten Antikörper 

inkubiert (anti-rabbit 1:2000 in 5 % (w/v) Milchpulver in TBST). Die 

Antikörperlösung wurde entfernt und die Membran zweimal mit TBST 

und einmal mit TBS (20 mM Tris, 140 mM NaCl) gewaschen. Für den 

dritten Waschschritt wurde immer TBS verwendet, um verbliebenes 

Tween-20 zu entfernen. Der zweite Antikörper, der an eine Rettich-

Peroxidase gekoppelt ist, wird durch Chemilumineszenz von Luminol 

in der Anwesenheit von H2O2 mit einem Chemilumineszenz-Detektor 

(Fujifilm LAS-1000) sichtbar gemacht. 

Al(OH)3-Metalloxid/-hydroxid-Affinitätschromatogra-

phie (Al(OH)3-MOAC) zur Phosphoproteinanreiche-

rung (Röhrig et al., 2008) 

Proteine aus der Gesamtproteinextraktion wurden über Nacht in 3 ml 

Incubation Buffer Part A (IB/A: 30 mM MES-HCl pH 6,1; 0,25 % (w/v) 

CHAPS; 7 M Harnstoff; 2 M Thioharnstoff) gelöst, indem sie über Kopf 

drehend bei 10 °C inkubiert wurden. 1 µl wurde für eine 

Konzentrationsbestimmung verwendet. 36 mg Protein wurden mit 

IB/A auf eine Konzentration von 3 mg ml-1 eingestellt. Zwei Volumen 

Incubation Buffer Part B (IB/B: 30 mM MES-HCl pH 6,1; 0,25 % (w/v) 
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CHAPS; 8 M Harnstoff; 0,2 M Natriumglutamat; 0,2 M 

Kaliumaspartat; 30 mM Imidazol) wurden zugefügt, sodass eine 

Lösung mit einer Konzentration von 1 mg ml-1 vorlag. 2,88 g Al(OH)3 

wurden in einem Rundbodengefäß zweimal mit 36 ml Incubation 

Buffer 150 (ein Volumen IB/A mit zwei Volumina IB/B gemischt) nach 

folgendem Schema gewaschen: Das Al(OH)3 wurde suspendiert, für 

3 Minuten bei 4000 Upm bei 10 °C mit einem Ausschwenkrotor 

zentrifugiert, und der Überstand wurde abgenommen. Die 

Proteinlösung wurde für 10 Minuten bei 7500 g bei 10 °C in einem 

50 ml Falcon-Gefäß zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile zu 

entfernen. Der Überstand wurde in das Rundbodengefäß mit dem 

gewaschenen Al(OH)3 überführt. Diese Suspension wurde eine Stunde 

bei 10 °C über Kopf drehend inkubiert, um die Phosphoproteine an 

das Al(OH)3 zu binden. Das Al(OH)3 wurde sechsmal wie oben 

beschrieben mit je 36 ml Incubation Buffer 200 (IB200: 30 mM 

MES-HCl pH 6,1; 0,25 % (w/v) CHAPS; 8 M Harnstoff; 0,2 M 

Natriumglutamat; 0,2 M Kaliumaspartat; 20 mM Imidazol) gewaschen. 

Der Überstand des letzten Waschschritts wurde komplett 

abgenommen. Das Pellet wurde mit 24 ml Elution Buffer (200 mM 

Kaliumpyrophosphat pH 9,0; 8 M Harnstoff) versetzt, resuspendiert 

und 30 Minuten über Kopf drehend bei Raumtemperatur inkubiert, 

um die Phosphoproteine zu eluieren. Nach einer Zentrifugation für 5 

Minuten mit 4000 Upm bei Raumtemperatur wurde das Eluat in ein 

50 ml Falcon-Gefäß überführt und erneut für 10 Minuten mit 

4000 Upm bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der klare Überstand 

wurde auf eine Amicon® (Millipore) Filtereinheit (10 kDa 

Ausschlussgröße) überführt und so lange mit 4000 Upm bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, bis das Volumen ca. 250 µl betrug. 

Dieses Volumen wurde in ein 1,5 ml Protein LoBind-Gefäß überführt, 

1 ml ddH2O und 12,5 µl 2 % (w/v) DOC-Lösung zugefügt, gründlich 

gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Fällung 

der Proteine wurden 125 µl 100 % (w/v) TCA-Lösung zugegeben, 

gründlich gemischt und 2 Stunden bei 4 °C inkubiert. Die gefällten 

Proteine wurden durch Zentrifugation für 10 Minuten mit 14000 g bei 

4 °C pelletiert. Das Pellet wurde einmal mit 1 ml eiskalter 25 % (w/v) 

TCA-Lösung und einmal mit 1 ml eiskaltem 80 % (v/v) Aceton, 20 % 

(v/v) TRIS-HCl (50 mM, pH 7,5) gewaschen. Nach Zentrifugation wie 
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oben beschrieben wurde der Überstand komplett abgenommen und 

das trockene Pellet bei -20 °C gelagert. 

Verdau mit Trypsin 

Die durch die Al(OH)3-MOAC angereicherten Phosphoproteine wurden 

in 400 µl 8 M Harnstoff, 100 mM NH4HCO3 gelöst. 1 µl wurde zur 

Proteinkonzentrationsbestimmung (s. Abschnitt 0) verwendet. 500 µg 

Protein wurden 1:1 mit 20 % (v/v) Acetonitril, 100 mM NH4HCO3 

verdünnt. Diese Lösung wurde erneut 1:1 verdünnt mit 10 % (v/v) 

Acetonitril, 25 mM NH4HCO3. Es wurden 15 µl immobilisiertes 

Trypsin zugefügt und die Probe über Nacht bei 37 °C mit 1500 Upm 

im Dunkeln inkubiert. 

Entsalzung 

mit C18 Chromatographie 

Die 96 well-Festphasenextraktionsplatte wurde zweimal mit 400 µl 

Methanol und viermal mit 400 µl ddH2O gewaschen. Die verdaute 

Proteinprobe wurde in 500 µl-Schritten aufgeladen, die je 1 Minute 

inkubiert wurden. Die Probe wurde viermal mit 400 µl ddH2O 

gewaschen. Die entsalzten Peptide wurden mit zweimal 200 µl 

Methanol nach je fünfminütiger Inkubation in eine Protein LoBind 

96 well-Platte eluiert, mit einer Glas-Pasteurpipette in 1,5 ml Protein 

LoBind Reaktionsgefäße überführt und in einer Vakuumzentrifuge 

getrocknet. 

mit Graphit 

50 mg Graphit wurden in Mobicol Zentrifugensäulen gefüllt. Die 

Peptide aus dem Verdau wurden mit TFA in einer Endkonzentration 

von 1,25 % (v/v) versetzt. Das Graphit wurde zweimal mit 500 µl 1 M 

Ammoniaklösung gewaschen und jeweils für 1 Minute mit 2000 g 

zentrifugiert. Die Aktivierung des Graphits erfolgte mit 500 µl 

Acetonitril, gefolgt von zwei Waschschritten mit je 500 µl 1 % (v/v) 

TFA. Die Peptide wurden zum Graphit gegeben und 10 Minuten unter 

gelegentlichem Mischen inkubiert. Nach Zentrifugation für 3 Minuten 

mit 1000 g wurde das Graphit zweimal mit 500 µl 1 % (v/v) TFA 

gewaschen. Zur Elution der Peptide wurde das Graphit viermal mit 

200 µl 0,1 % (v/v) Ameisensäure in 50 % (v/v) Acetonitril gewaschen 
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und der Durchfluss in einem 1,5 ml Protein LoBind Reaktionsgefäß 

vereinigt und in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. 

Phosphopeptidanreicherung durch TiO2-MOAC 

Die entsalzten Peptide wurden in 100 µl einer mit Phthalsäure 

gesättigten Lösung von 50 % (v/v) Acetonitril, 2,5 % (v/v) TFA in 

ddH2O gelöst. 12,5 mg TiO2 wurden in Mobicol Zentrifugensäulen 

(MoBiTec) gefüllt. Das TiO2 wurde mit 250 µl der mit Phthalsäure 

gesättigten Lösung von 50 % (v/v) Acetonitril, 2,5 % (v/v) TFA für 

5 Minuten äquilibriert und mit 700 g für 2 Minuten abzentrifugiert. 

Die gelösten Peptide wurden mit 14000 g für 10 Minuten 

zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile zu entfernen. Der Überstand 

wurde in die Zentrifugensäule mit dem äquilibrierten TiO2 überführt 

und 15 Minuten über Kopf drehend inkubiert. Nach Zentrifugation wie 

oben beschrieben wurde das TiO2 zweimal mit 250 µl der mit 

Phthalsäure gesättigten Lösung von 50 % (v/v) Acetonitril, 2,5 % (v/v) 

TFA gewaschen sowie zweimal mit 250 µl 50 % (v/v) Acetonitril, 0,1 % 

(v/v) TFA und zweimal mit 250 µl 0,1 % (v/v) TFA. Zur Elution der 

Phosphopeptide wurden 100 µl 5 % Ammoniaklösung zum TiO2 

gegeben und 5 Minuten über Kopf drehend inkubiert. Das Eluat wurde 

durch Zentrifugation wie oben beschrieben in einem 1,5 ml Protein 

LoBind Reaktionsgefäß gesammelt. Die eluierten Peptide wurden in 

einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die trockenen Peptide wurden 

auf Trockeneis an den Kooperationspartner zur massenspektro-

metrischen Analyse verschickt. 

Nano-Flüssigchromatographie gekoppelt mit Tandem-

Massenspektrometrie (MS/MS) 

markierungsfrei 

Peptide wurden in 8 µl 5 % (v/v) Acetonitril, 0,5 % (v/v) Ameisensäure 

in ddH2O gelöst und 10 Minuten mit 21400 g bei 4 °C zentrifugiert, 

um unlösliche Bestandteile zu pelletieren. 5 µl hiervon wurden in ein 

Eksigent nano LC Flüssigchromatographiesystem (Thermo Scientific) 

injiziert. Für die Chromatographie wurde eine Chromolith CapRod-

Säule mit einer Länge von 150 mm und einem Innendurchmesser von 

0,1 mm und C18 als stationärer Phase verwendet. Die mobilen Phasen 
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bestanden aus 0,1 % (v/v) Ameisensäure und 90 % (v/v) Acetonitril in 

ddH2O; 0,1 % (v/v) Ameisensäure in ddH2O. Die Peptide wurden durch 

einen Gradienten von 10 % auf 35 % organischer Phase in 

120 Minuten bei einer Flussgeschwindigkeit von 500 nl Minute-1 

aufgetrennt und von der Säule direkt in eine 

Elektrospray-Ionisationsquelle (ESI-Quelle) eluiert und per 

Elektrospray in ein LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer 

(ThermoElectron) eingebracht. Die Spannung an der Ionenquelle 

wurde so gewählt, dass die Stromstärke unter 0,5 µA lag (1,5 bis 

2 kV). Die Kapillartemperatur betrug 170 °C. Eine datenabhängige 

Analyse wurde durchgeführt, bei der im OrbiTrap Massenanalysator 

Massenspektren der gesamten Ionenpopulation in vollständigen Scans 

mit hoher Präzision aufgenommen wurden. Tandem-Massenspektren 

der fünf Ionen mit der höchsten Intensität wurden nach 

kollisionsinduzierter Dissoziation (CID, engl.: collision-induced 

dissociation) mit dem linearen Triple-Quadrupol (LTQ) 

Massenanalysator aufgenommen. Die automatische Anstiegskontrolle 

(AGC, engl.: automatic gain control) für die Aufnahme vollständiger 

Scans in der OrbiTrap wurde auf 5e+05 eingestellt. Die maximale 

Injektionszeit wurde auf 500 ms gesetzt und die Injektionskurvenform 

wurde freigegeben. Die Massenspektren aus den vollständigen Scans 

wurden in Echtzeit intern mit Referenzverbindungen kalibriert, um 

einen durchschnittlichen Massenfehler von weniger als 1 ppm zu 

erreichen. Die Ausschlussdauer für die datenabhängige Auswahl von 

MS/MS Vorläuferionen wurde auf 30 s festgelegt und die 

Ausschlussbreite auf ± 10 ppm. Das Screening nach dem 

Ladungszustand der Ionen wurde freigegeben und einfach geladene 

Ionen von der Aufnahme von MS/MS-Spektren ausgeschlossen. 

PseudoMS3 wurde mit einer Neutralfragment-Massenliste von 293,91; 

195,94; 97,97; 48,999; 32,66 und 24,49 Da freigegeben. Die AGC für 

die Aufnahme der MS/MS-Spektren im LTQ wurde auf 3e+04 

eingestellt, die maximale Injektionszeit auf 100 ms. Pro 

MS/MS-Spektrum wurden drei Mikroscans aufgenommen. 

metabolisch 15N-markiert 

Ein EASY-nLCII Flüssigchromatographiesystem gekoppelt an ein 

Orbitrap Velos Pro Massenspektrometer, beide Systeme von Thermo 
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Fisher Scientific, wurde verwendet. Die Peptide wurden in 8 µl 5 % 

(v/v) Acetonitril, 0,1 % (v/v) Ameisensäure in ddH2O gelöst. Unlösliche 

Bestandteile wurden durch Zentrifugation mit 14000 g für 10 Minuten 

pelletiert. Der klare Überstand wurde möglichst vollständig in einen 

LC-Autosampler-Probenbehälter überführt. Die Chromatographiesäule 

wurde mit zwei Volumenäquivalenten der wässrigen mobilen Phase 

äquilibriert. 6µl Peptidlösung wurden injizert. Es wurde C18 als 

stationäre und 0,1 % (v/v) Ameisensäure in ddH2O und 0,1 % (v/v) 

Ameisensäure in Acetonitril als mobile Phase zur Trennung von 

Phosphopeptiden durch Gradientenelution verwendet. Der lineare 

Gradient reichte von 5 % bis 35 % organischem Lösemittelgehalt in 

der mobilen Phase innerhalb von 180 Minuten und einer Flussrate von 

300 nl Minute-1. In datenabhängiger Analyse wurden die 20 

intensivsten Ionen der gesamten Ionenpopulation eines hoch-

aufgelösten Scans mit genauer Massenbestimmung im OrbiTrap 

Massenanalysator mit 2 Th Abweichung im LTQ isoliert und einer 

kollisionsinduzierten Dissoziation (CID) zugeführt. Die Fragmentionen 

wurden dann in MS/MS-Spektren mit geringer Auflösung 

aufgenommen. Die automatische Anstiegskontrolle (AGC) war auf 

1e+06 eingestellt. Die maximale Injektionszeit (max IT) war auf 

500 ms eingestellt und Injektionskurvenformen wurden freigegeben. 

Die Massenspektren aus den vollständigen Scans wurden in Echtzeit 

intern mit Referenzverbindungen kalibriert, um einen 

durchschnittlichen Massenfehler von weniger als 1 ppm zu erreichen. 

Die Anzahl der Wiederholungen wurde auf 1 eingestellt, die Dauer der 

Wiederholung auf 30 s und die Ausschlussdauer für die 

datenabhängige Auswahl von MS/MS Vorläuferionen wurde auf 30 s 

eingestellt. Die Ausschlussbreite betrug ± 10 ppm. Die Überprüfung 

des Ladungszustandes war aktiviert und einfach geladene Ionen 

wurden von der CID Fragmentierung ausgeschlossen. PseudoMS3 

wurde mit einer Neutralfragment-Massenliste von 293,91; 195,94; 

97,97; 48,999; 32,66 und 24,49 Da freigegeben, um verknüpfte 

MS/MS-Spektren zu erstellen, die Fragmente des Peptidrückgrats 

enthalten, wenn die ursprüngliche CID zur Abspaltung der 

Phosphorylgruppe geführt hatte. Die AGC für die Aufnahme der 

MS/MS-Spektren im LTQ wurde auf 1e+04 eingestellt, die maximale 
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Injektionszeit auf 200 ms. Pro MS/MS-Spektrum wurde ein Mikroscan 

aufgenommen. 

Peptididentifizierung 

markierungsfrei 

Zur datenbankabhängigen Peptid- und Proteinidentifizierung und zur 

Bestimmung der Phosphorylierungsstelle wurden folgende Softwares 

verwendet: Proteome Discoverer Version 1.3 in Kombination mit 

Windows 7 verwendet den SEQUEST Algorithmus (im Folgenden 

abgekürzt als PD) und Max-Quant Version 1.2.2.5. in Kombination mit 

Windows Vista (fortan MQ). Bei PD wurde der Grenzwert für die 

Intensität auf 0 gesetzt und die Minimalzahl der registrierten Ionen 

auf 1. Für die Erstellung der Peak-Listen aus den MS/MS-Spektren 

wurde der Grenzwert für das Verhältnis von Signal zu Hintergrund 

auf 2 eingestellt. Die Toleranz für die Massenabweichung bei den 

MS/MS-Vorläuferionen wurde auf 7 ppm, bei den MS/MS-Fragmenten 

auf 0,4 Da gesetzt. Den b- und y-Ionen wurde das höchste Gewicht 

zugeteilt und die a-, c-, x- und z-Ionenreihen wurden für die 

Berechnung der Peptidsequenzen abgelehnt. Als variable 

Modifikationen wurden die Oxidation von Methionin und die 

Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin zugelassen. Die 

Peak-Listen wurden verwendet, um sie mit der TAIR10 Datenbank 

abzugleichen, zu der die Sequenzen für modifiziertes Trypsin aus 

Schwein und für häufige kontaminierende Substanzen wie 

verschiedene Keratine hinzugefügt worden waren (35394 Sequenzen, 

13419867 Aminosäuren). Als Enzym wurde Trypsin gewählt mit 

Toleranz zweier ausgelassener Spaltungen. Eine Rate für die 

Falschidentifizierung wurde errechnet, indem die Listen gegen eine 

Datenbank abgeglichen wurden, die alle Sequenzen in umgekehrter 

Reihenfolge enthielt. Übereinstimmungen im Peptidspektrum (fortan 

PSM von engl.: peptide spectrum match) mit einem q-Wert <0,05 

wurden nicht verworfen. Ein q-Wert <0,05 entspricht einem 

korrigierten Signifikanz-Grenzwert von 0,05 bei Verwendung der 

Benjamini-Hochberg-FDR-Methode zur Kontrolle der Fehlerrate bei 

multiplem Testen. Nur die Peptidannotation mit dem höchsten Rang 

wurde nicht verworfen und zur Proteinidentifikation verwendet. Die 
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Gruppierung von Proteinen wurde zugelassen und PSMs wurden nur 

bei den Proteinen mit dem höchsten Wert gezählt. Das PhosphoRS-

Modul ist in PD v. 1.3 integriert und wurde zur Bestimmung der 

Phosphorylierungsstelle mit Wahrscheinlichkeitsverfahren verwendet. 

Bei MQ wurde die TAIR10-Datenbank mit der 

Andromeda-Suchmaschine durchsucht, die in die MQ-Software 

eingebettet ist. Die Oxidation von Methionin sowie die 

Phosphorylierung von Serin, Threonin und Tyrosin wurden als 

variable Modifikationen angegeben. Als Enzym wurde Trypsin 

eingestellt unter Ausschluss von Spaltung vor Prolin. Zwei 

unterbliebene Spaltungen, maximal vier Modifikationen und eine 

maximale Ladung von vier pro Peptid wurden zugelassen. Ein 

Massenfehler von 7 ppm bei den Vorläuferionen und von 0,4 Da bei 

den MS/MS-Fragmenten wurde bei der Hauptsuche toleriert. Der 

Grenzwert der FDR bei den Peptiden und den Proteinen wurde auf 

0,05 eingestellt. Der FDR-Grenzwert, der getrennt angewendet 

wurde, wurde zur Erhöhung der Stringenz und Bestimmung der 

Phosphorylierungsstelle mit höchster Zuverlässigkeit auf 0,01 

eingestellt. 

Die Proteinmenge wurde durch die Spektrenzahl bestimmt, das heißt 

durch die Anzahl aller PSMs, die einer Proteingruppe von PD 

zugeordnet worden waren. Die Peptid- und Phosphopeptidmenge 

wurde mit der ProtMAX 2012 Software Version 2.0.1.1 (Egelhofer et 

al., 2013) durch die Ionenzahl bestimmt. Analog zur Spektrenzahl 

entspricht die Ionenzahl der Häufigkeit, mit der ein bestimmtes 

Peptidionensignal, definiert durch sein Verhältnis von Masse zu 

Ladung (m/z) und seine Retentionszeit, auf MS-Ebene während der 

LC-MS-Analyse registriert wird. Die Peptidmenge wurde zusätzlich 

durch Integration der Peakfläche des Peptidionenpeaks mit der 

Xcalibur Software Version 2.0.7 SP1 bestimmt. 

metabolisch 15N-markiert 

Zur Identifizierung und Quantifizierung der 14N/15N-Peptidionenpaare 

wurde die Software Mascot Distiller von Matrix Science verwendet. 

Die MS-Daten aus der OrbiTrap Velos Pro von Thermo Fisher 

Scientific wurden impor
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-Datei verwendet. Dabei wurden die 

Tab wurde die halbe Peakbreite auf 0,05 Da und die maximale 

Vorläuferladung auf 6 geändert; 

wurde das bevorzugte Multiformat-Spektrum zu entroid  geändert; 

0,025 Da geändert, die erwartete Peakbreite auf 0,05 Da und die 

maximale Peakbreite auf 0,1 Da. Die von Mascot Distiller generierten 

Peaklisten wurden gegen die Datenbank TAIR10 abgeglichen, Trypsin 

als verdauendes Enzym und die Tolerierung von 2 nicht gespaltenen 

Spaltungsstellen eingestellt. Die Quantifizierungsoption wurde auf 

variable Modifikationen angegeben und die Toleranzen der MS 

Vorläuferionen und MS/MS Fragmentionen auf 7 ppm bzw. 0.8 Da 

eingestellt. Nachdem diese Vorgänge abgeschlossen waren, wurden 

ausgewählt und der Grenzwert für den Standardfehler auf 0,3 

umgestellt. Die Ergebnisse all dieser Untersuchungen wurden dann in 

MS-Excel kopiert zur weiteren Aufarbeitung. 

Bestimmung der Markierungseffizienz 

Bei der metabolischen Markierung mit 15N hängt die Anzahl stabiler 

Stickstoffisotope, die in ein bestimmtes Peptid eingebaut werden, von 

der Primärstruktur des Peptids ab. Dieser Umstand führt zu einem 

großen und sehr diversen Satz von 14N/15N Peptidpaaren mit vielen 

unterschiedlichen Massenverschiebungen zwischen dem leichten und 

dem schweren Peptid. Die Situation wird dadurch weiter 

verkompliziert, dass bei unvollständiger Markierung komplexe 

Isotopenmuster entstehen. Für eine zuverlässige Quantifizierung ist 

daher eine hohe Markierungseffizienz von 98 % oder mehr 

erforderlich. Daher muss die Effizienz mit den experimentellen Daten 

bestimmt werden. Dies wird allgemein dadurch erreicht, dass die 

gemessenen Isotopenmuster mit den theoretischen Mustern 

verschiedener Effizienzen wie 97 %, 97,5 %, 98 %, 98,5 % und 99 % 

abgeglichen werden. Die beste Übereinstimmung mit der höchsten 
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Pearson Korrelation wird als Näherungswert für die 

Markierungseffizienz verwendet. Dies wurde ebenfalls mit der Mascot 

Distiller-Software für alle identifizierten Phosphopeptide durch-

geführt. 

RNA-Extraktion 

Zur Extraktion der RNA aus Pflanzenmaterial wurde eine Spatelspitze 

Gewebepulver in 1 ml Trizol (380 mM Ammoniumthiocyanat, 780 mM 

Guanidinthiocyanat, 59 mM Natriumacetat, 5 % (v/v) Glycerin, 47,5 % 

(v/v) Phenol, pH 5,0) suspendiert und fünf Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. 100 µl Bromchlorpropan wurden zugefügt, 

alles für zehn Sekunden auf einem Vortexmischer durchmischt, zehn 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und zehn Minuten mit 

14000 Upm bei 4 °C zentrifugiert. 200 µl der oberen, wässrigen Phase 

wurden zur Fällung der RNA in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefäß 

mit 200 µl Isopropanol vermischt, für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und zehn Minuten mit 14000 Upm bei 4 °C 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet einmal 

mit 300 µl 70 % (v/v) Ethanol durch Invertieren gewaschen. Nach 

Zentrifugation für zehn Minuten mit 14000 Upm bei 4 °C wurde der 

Überstand vollständig abgenommen und das Pellet für 10 

 15 Minuten im Abzug getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 30 µl 

ddH2O gelöst und zur cDNA-Synthese verwendet. 

cDNA-Synthese 

Die cDNA-Synthese aus RNA besteht aus drei Schritten: einem 

DNase-Verdau, um Kontaminationen mit genomischer DNA zu 

entfernen, einer Primerhybridisierung und der reversen Transkription. 

Benötigte Lösungen: 

DNase-Verdau-Mix:  

DNase-Puffer 10-fach konzentriert 1 µl 

ddH2O 6,5 µl 

DNase 0,5 µl 
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Primer-Mix  

Random Primer 50 pmol µl-1 1 µl 

ddH2O 1 µl 

  

Reverse-Transkriptase-Mix  

MMLV-RT-Puffer 5-fach konzentriert 4 µl 

dNTPs 2 µl 

ddH2O 1,5 µl 

MMLV-RT 0,5 µl 

 

Für den DNase-Verdau wurden 2 µl der RNA-Lösung mit 8 µl 

DNase-Verdau-Mix vermengt, 30 Minuten bei 37 °C und 15 Minuten 

bei 70 °C inkubiert. Für die Primerhybridisierung wurden 2 µl 

Primer-Mix zugefügt und die Mischung fünf Minuten bei 70 °C 

inkubiert. Die reverse Transkription fand nach Zugabe von 8 µl 

Reverse-Transkriptase-Mix für 60 Minuten bei 37 °C statt und wurde 

durch Inkubation bei 70 °C für zehn Minuten beendet. 

Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion 

(qRT-PCR) 

Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qRT-PCR) verwen-

det den Fluoreszenzfarbstoff Sybr® green zur Messung der 

vorliegenden DNA-Menge, da der Farbstoff in DNA-Stränge 

interkaliert. Die Methode misst den Anstieg der DNA-Menge nach 

jedem Polymerisationszyklus. Als Vorlage wurde cDNA verwendet. Die 

Reaktionen fanden in einer 96-well Mikrotiterplatte statt. 2,7 µl 

ddH2O, 0,3 µl 10 µM Primer-Lösung und 5 µl 2x Sybr® green master 

mix wurden gemischt und in eine Öffnung der Mikrotiterplatte 

gegeben. 2 µl cDNA-Lösung wurden hinzugefügt. Die Platte wurde 

dann in ein Applied Biosystems 7300 Real-time PCR-Gerät überführt 

und das PCR-Programm (50 °C zwei Minuten, 95 °C zehn Minuten, (95 
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°C 15 Sekunden, 60 °C eine Minute) 40x) gestartet. Die Daten wurden 

mit der 7300 System SDS Software ausgewertet. Zur Analyse der 

Genexpression wurde die 2- -Methode verwendet (Livak and 

Schmittgen, 2001). Als interner Standard diente ACTIN2. 
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